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RESUMEN

Rocfo Ortiz Lépez Fecha de graduacién: Agosto de 1999
Universidad Aut6noma de Nuevo Le6én

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: ANALISIS MOLECULAR Y CARACTERIZACION DE LA

CARDIOMIOPATIA DILATADA LIGADA AL CROMOSOMA X

NGmero de péginas: 90 Candidato para €] grado de Doctor en Ciencias con especialidad
en Biolggia Molecular e Ingenieria Genética

Proposito y método del estudio: La cardiomiopatia dilatada ligada al cromesoma X (CDLX) es una
enfermedad primaria del miocardio que se presenta en varones jovenes como una afeccién cardiaca
congestiva sin causa conocida, mi dafic aparente del miisculo estriado esquelético. El gen para esta
cardiomiopatia fue asociado con la regién S’ del gen de )a distrofina (localizado en Xp21) por el grupo de
Towbin y cols., quienes sugirieron que la CDLX era una versidn fenotipica adicional del espectro de
enfermedades asociadas a mutaciones en la distrofina (DMD y DMB). Posteriormente el grupo de Muntoni
y cols. reportaron en un paciente con CDLX, una delecién que involucraba al prometor del musculo y al
primer exén del gen de la distrofina, sugiriendo que esta mutacion era fa responsabie del cuadro clinico
que afectaba selectivamente al corazdn.

En un intento por aclarar 1a etiologia molecular de la distrofina en la CDLX, que afecta particularmente al
miocardio y no afecta al misculo esquelético, en el presente trabajo se analizd el gen de la distrofina en
tres familias diagnosticadas clinicamente con CDLX (CDLX-1, CDLX-2 y CDLX-3).

Se analizé {a region 5’ del gen de la distrofina, incluyendo la region promotora y los primeros 10 exones.
Este analisis incluy6 e] estudio del DNAg, del RNAm (a través del DNAc) y de la Proteina en los sujetos
afectados y en controles normales.

Contribuciones y conclasiones; De las tres familias analizadas, en la familia CDLX-1 se logré caracterizar
una mutacion en el exén 9, un cambio de Treonina por Alanina (T279A), en el nucle6tido 1043, localizado
exactamente en la region H1 (primera regién de bisagra) de la protefna. Mediante un programa
computacional de prediccion de la estructura de {a proteina, se observo que esta mutacion generaba un
cambio en la estructura secundaria de una Jamina B por una alfa-hélice, que probablemente implique la
produccion de una proteina inestable.

La mutacion en la familia CDLX-2 no se localizé, pero los anélisis de ligamiento con marcadores parz la
regién 5’ de la distrofina, mostraron que esta familia estaba correctamente clasificada como CDLX.

La mutacién ea la familia CDLX-3 consisti6 en una mutacién puntual en el intrén | que alteraba el sitio de
empalme. Este defecto ocasion6 la ausencia del empalme entre el exon 1 y el exén 2, produciendo un
transcrito anormal y por ende initil para la produccién de distrofina cardiaca. Esta mutacién introduce un
nhevo sitio de restriccién para la enzima Mse 1, el cudl cosegrega con Ja enfermedad cuando se analizan los
demés miembros afectados y portadores de la familia.

Las mutacienes encontradas en las familias CDLX-1 y CDLX-3, son diferentes a la mutacién reportada por
Muntoni, por lo que confirtan |a heterogeneidad de las mutaciones en esta enfermedad. Ninguna de estas
mutaciones habfa sido descrita en pacientes con DMD/DMB. Nuestros hallazgos sugieren que alteraciones
en la region 5' de) gen de Ja distrofina pueden conducir a un fenotipo diferente al de la DMD o la DMB,
que particularmente afecta al corazén y que explica ¢l fenotipo de la CDLX. El mecanismo sugerido es que
estas mutaciones desfavorecen la produccién de transcritos de distrofina util en los misculos estriados
cardiaco y esquelético. Sin embargo, en éste nitimo, el promotor de la distrofina cerebral permite una
produccién compensatoria de la proteina que evita el dafio en el misculo esquelético, pero este mecanisno
no compensa el defecto en las fibras miocardicas que estin sujetas a un trabajo constante sin repaeso, como
es el caso del corazdn.

FIRMA DEL ASESOR: . D
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CAPITULO |

INTRODUGCION

Las cardiomiopatias son aquelias enfermedades que afectan en forma
anatdmica y funcional al masculo cardiaco (miocardia). Este cuadra clinico representa
un sero problema en nifgs y adultos que resulita en una morbilidad y mortalidad

prematura. Tiene una prevalencia de 37/100,000 habitantes y canstituye la causa mas

comun de transpiante de corazon {1,2).

Hasta mediados de los 80s, el conocimienta de las cardiomiopatias fue
principalmente clinico y descriptivo, ya que la causa de la mayoria de estas
enfermedades del miccardio era desconocida. No fue sino hasta hace algunos 6 afas
en que la introduccidn de ia biclogiz y la genética molecular en el area de la
cardiologia generaron congcimientos sobre el entendimiento del establecimiento y
fisiopatologia de estas afecciones, al conocerse las bases moleculares del
crecimiento del musculo cardiaco, de 1a hipertrofia y de los mecanismos de

reparacion. De manera que la biologia molecular abrid una nueva puerta al

entendimiento de estos desérdenes (3).

El término "cardiomiopatia” fue introducido por Brigden (4) en 1857 para
distinguir eatre una enfermedad del miocardio de causa desconogida, de otras

enfermedades del miocardio consecuentes (o secundarias) a otras zlteraciones. Esto
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significa que, las cardiomiopatias pueden presentarse como consecuencias
secundarias de algunas enfermedasdes coma la hipertension y la enfermedad de
valvulas cardiacas, o como secuelas de danas inducidos por toxinas, infecciones
virales, autoinmunidad, etc., o también pueden presentarse sin causa objetiva
aparente, constituyendo €l grupo de las llamadas Cardiomiopatias Idiop4ticas &
Primarias (3, 5, 6 y 7), las cuales son las que en este trabajo ocupan nuestra

atencion.

Poder distinguir clinicamente, entre la forma primaria y la forma secundaria es
de gran utilidad, como guia para €l diagnostico comrecto de la cardiomiopatia. Sin
embargo, prabar que existe una causa especifica, no cardiaca, la que esta generando

el cuadro de cardiomiopatia, €s muy dificil.

Las cardiomiopatias primarias fueron clasificadas de acuerdo a un esquema
propuesto por Goodwin y cols. (8) quienes distinguen tres grupos de enfermedad

cardiaca primaria, segun el defecto anatdmico y fisiclégico predominante (Figurat).

a) Cardiomiopatia hipertréfica (CH), se caracteriza por hipertrofia y cavidades
no dilatadas de los ventriculos derecho yfo izquierdo, pero con las paredes
anormalmente engrosadas y conservandose una funcidén sistdlica ngmal.
Recientemente se han reportado mutaciones en 7 genes, todos codificadores para
proteinas sarcoméricas, identificadas como la causa de la CH Familiar (CHF). Estos
genes inclujfen a los que codifican para la cadena pesada de la B-Miosina, la a-
Tropamiacsina, la Troponina Cardiaca T, la proteina C de union a Miosina, la cadena

ligera de Miosina y la Troponina |. Los avances moleculares han ayudado al
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entendimiento de la patogenia de |as cardiomiopatias, sugiriendo que las proteinas

del citoesqueleto juegan un paps! central en estas patalagias.

b} Cardiomiopatia restrictiva (CR), se puede presentar sin hipertrofia ni
dilatacion ventricular pero existe una rigidez anormal en la pared ventricular que
afecta a la relajacion diastdlica, conservandose la funcion contricti nomnal. La
mayoria de las formas de CR son debida a emares innatos del metabolismo que

conllevan a la acumulacian de metabglitos en el miocardia,

¢} Cardiomiopatia dilatada (CD), caracterizada por aumento (dilatacian) del
diametro ventricular y reduccion de la funcion contractil del miocardio. Generalments
afecta a hombres jovenes y frecuentemente se presenta coma un estado final de
dano camdiaco. Tradicionalmente, la mayoria de los casos primanos habian sido
considerados como esporadicos, pero estudios recientes han demostrade que
aproximadamente al 30% de ellos pueden ser de arigen familiar (CDF) y tener
patrones de herencia mendeliana o mitocondrial. Los patrones mendelianos abarcan

el autosomico dominante, el autosdmico recesivo y el ligado al cromosoma X (9 y 10).

Las CD son mas comunes que las airas cardiomiopatias. Se presentan con
signos y sintomas de dario cardiace congestivo, cardiomegalia y edema pulmonar en
una radiografia de pecho, asi como dilatacion ventricular. Los mecanismos
moleculares que puedan explicar los fenotipas familiares de las CD son adn
especulativos y en €stos pueden estar involucrados factores ambientales, ademas de
los factores genéticos (7 y 9). También se ha reportade, que las mutaciones

encontradas en algunas otras proteinas del citoesqueleto, como son Metavinculing, a-
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Distroglicanos y a y y-Sarcoglicanos, resultan en CD, sugiriendo que todas estas

proteinas también juegan un papel central en la funcion cardiaca (9).

FIGURA 1. ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA CONSTITUCION DEL MUSCULO CARDIACO
DEPENDIENDO DEL TIPO DE LA CARDIOMIOPATIA ESTABLECIDA. A) Representa la anatomlia del
musculo normal. B) Musculo caracteristico de la Cardiomiopatia Dilatada, en la que se observa
aumento del diametro ventricular y el masculo esquelético se vuelve flacido, reduciéndose la funcion
miocardica contractil. C) Cardiomiopatia Hipertrofica, en la que las cavidades no se dilatan pero las
paredes se encuentran anormalmente engrosadas. D) Cardiomiopatia Restrictiva, en la que no hay
dilatacion pero existe rigidéz anormal en la pared ventricular,
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En este trabajo, nuestro esfuerza se centré en CD ligada al cromosoma X
{COLX), por lo gque a continuacidn se dgscribirén algunos conceptos y aspectos
moleculares de ésta, empezando con una introduccion a los temas de la Distrofina y
de las Distrofias Musculares (OM) puesto que, come se verda mas adelante,
resultaran inimamente relacionados ¢on nuestra investigacion. Al mismo tiempo, la
revisién de estos temas proporcionara una base de conocimiento fundamental para

los estudios realizades en este trabajo.

1.1.DISTROFINA

La distrofina es una proteina del citoesqueleto, esta localizada en la cara intema
del sarcolema (membrana plasmatica de los miositos) y es de gran tamario, hasta
ahaora la proteina mas grande descrita (427 kD). Es extraordinariamente compleja en
su estruclura y en su regulacion transcripcional. El gen que codifica para esta proteina

os hasta |a fecha, también el mas largo identificado en el hombre {11).

El gen de distrofina cuenta por lo menos con 79 exones expandidos en mas de
2.5 Mpb. El RNA mensajero (RNAm) correspondiente, de 14 Kb, es expresado
predominantemente en 10s tejidos muscular esquelético, cardiaco y liso y aunque en
niveles bajos, tamhién se expresa en el cerebro (12). Las mutaciones en el gen de la
distrofina pueden causar baja produccion de la proteina o completa ausencia de ésta

en musculo y en corazdn, conduciendo a (03 cuadros clinicos conocidos comio
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Distrofia Muscular de Ouchenne (DMD) y Distrofia Muscular de Becker (OMB) (13).

Las caracteristicas de estos cuadros clinicos se descnbiran mas adelants,

La expresién del gen de la distmﬁna puede estar conducida por al menos 5
promatores diferantes que dirigen la expresion independiente y tejido-especifica de al
menos 5 tipos de transcritos (12, 13, 14, 15 y 16) (Figura 2). Los niveles de
transcripcion varian de un tejido a otro (Tabla 1), Los niveles de expresidn mas
elevados se han detectado en al muscule esquelético, donde los transcritos
representan o 0.02 al 0.1% de todeos los RNAms. Los niveles mas bajos de
transcripcion se han detectada en musculo liso y en cerebro (1 a 5% de |0 que se

expresa en muscula esquelético) (17).

TABLA 1. ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE TRANSCRITOS DE
DISTROFINA, EN DIFERENTES TIPOS DE TEJIDOS HUMANGOS.

FRACCION DE TRANSCRITOS DE DISTROFINA:
TEJIDO:

Can relacién al musaule Can relacidn al

esquelética: RNA total:
MUsculo esquelético® 100 % 25-12 X 10*
Corazon® 10.0 al 100 % 15-14 X 10
Musculo liso; estémago” 5.0 al 10.0 % 0.1-02x10*
Muascula liso: intestinas® 20a 50 % 0.004-0.1 X 10
Rifién® 16 % 0.03-X10*
Placenta 1.05% 0.01 -x 10™
Corteza cerebral 1.0 % 0.02 -X 10
Pulman® 1.0 % 0.02-X 10"
Higado (total y paii A)* 0.05% 0.01-X 10
Bazo® 0.05% 0.01-X 10
Fibrobiastos en cultivo® <0.005 % <0.01-%X10"
Células linfoblastoides en cultive:  0.004-0.01% 0.0001 - 0.0002 X 10
Linea celular de hepatoma (HepG2) * 0.05% <0.01-X 10™

*=Qrigen adulto, *=Origen letal, ® =Origen fetal y adufto
Tomado de J.Chelly y cols. 1983,
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De los 5§ promotores que regulan la expresion de distrofina, ires estan
localizados a! inicia del gen & region §', y comandan |la produccion de diferentes
transcritos. 1) E! Promotor de musculo (Pm), dirige 1a expresion de i0s transcritos. en
el masculo y en las células gliales, 2) ¢l Promotor de ¢cerebro (Pc), dirige |8 expresién
de transcritos en (as neuronas cerebrales y 3) el Promotor de Purkinje (Pp), que
dirige la expresidon de transcritos en las células de Purkinje en el cerebelo. Los
transcritos producidos por estos tres promotores generan proteinas de tamario
completo (6 proteinas mayores) y cada uno codifica para su exsn 1 particular, el cual
no se comparte entre os tres transcritos. Se han observado diferencias importantes
entre fa distrofina de muscuio esquelético y muscule cardiaco, pero éstas séle han
podido apreciarse a traves de los efectos de algunas mutaciones en el gen, que

afectan "exclusivamente” al miocardio (9).

Esto puade implicar que la expresion de distrofina en el miocardic estd
comandada por un promotor diferente al del musculo esquelético (aun no descubierto)
0 que existen diferencias en Ia regulacion de la expresién de esta proteina que

conllevan a las difersncias funcionales en estos dos tejidos.

Los otros dos pramotores restantes se localizan mas hacia el final del gen ¢
hacia la region 3', y también codifican para transcritos cada uno con el primer exdn 1
particular. Estos transcritos generan proteinas mas pequenas, las cudles se
denominan de acuerdo a su tamaria como: Distrofina de 71 kD (Dp 71) y Distrofina de

11€ kD (Dp 116) (18).
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Ademas de existir diferentes transcritos especificos para musculo y cerebro,
también ocummen fendémenos de empalmes altermativos que generan muitiples
isoformas de la proteina final, dependiendo del tejido y de la etapa del desarrolio (18

y 19).

La secuencia total codificante del gen de la distrofina fue publicada en 1988 (Z0)
y de elia se dedujo que era una proteina del citcesqueleta de la céiula., de 427-KD de
pesc molecular (3,685 aminoacidos) y que Iridimensionalmente posee una estructura
en forma de bamra con los cuatro dominias estructurales que a continuacion se

describen (Figura.3) (21, 22, 23, 24).

a) El dominio N-terminal (a.2. 1 al 252): Este dominio tiene una similitud muy
alta con el grupo de proteinas que unen actina, tales como a-actinina (una de las

principales proteinas estructurales del citoesqueleto), y f-espectrina.

b) Un dominio central, también canocido como dominio en barra (a.a. 253 al
3112) y que consiste en una serie de 24 repeticiones (R 1 a R 24) de 109
aminoacidas cada una que toman la forma de una estructura helicoidal (fniple helice).
Estas repeticiones estan interrumpidas por 4 regiones ricas en prolina que se
denominan "regiones de bisagra” o regiones H (del inglés "hinge"). La primera regién
H (H1) se localiza entre el dominia N-terminal y la primera repeticion (R1), estd
comprendida entre los a.a. 263 al 327. La regidn H2 se lgcaliza entre R 3 y R 4
abarcando los a.a. 668 al 717. La region H3 se localiza entre R 19 y R 20 entre los
a.a. 2424 al 2470 y finalmente la region H4 localizada entre el R 24 y el dominio rico

en cisteina entre los a.a. 3041 al 3112, Estas regiones H se encuentran altamente
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conservadas entre especies y se predice que ahiaden flexibilidad a la molécula

actuando como "bisagras moleculares” (24).

Cromosoma X

Banda Xp21 REGION DMD

N ' PERT34-10 X pERTS7 20 Jng
HAC orc 121 P ‘ ‘ 1 c'|’
| | 1
p21 Koeen —— —1 Xpter

GK i 1 me= ". i %
GEN = 2.4 Mb (79 Exones)

ovMD

XK

d RNAmM 14,000 huc

RP

r

PROTEINA 3685 aa

FIGURA 3. LOCALIZACION DEL LOCUS DEL GEN DE LA DISTROFINA,

A). Cromosoma X mostrando la localizacion de la banda p21. B). Marcadores de |la banda Xp21
C). Representacién de la estructura del locus de distrofina, en el que se observa (a posicion de
los marcadores XJ1.1, pERT 84-10 y pERT 87-1 utilizados en este trabajo para el analisis de
ligamiento. También se muestran el RNAm y la estructura lineal de !a proteina, sobre la que se
sefalan los diferentes dominios y las regiones de bisagra (H1 a H4).
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¢) Un deminio rico en cisteina (a.a. 3113 al 3270). Este dominio es similar al

dominio C-terminal de la e-actinina del hongo dictioestelium.

d) El dominio C-terminal (a.a. 3271 al 3685) que no tiene similitud a alguna
proteina previamente descrita. Este se une a la parte citoplasmica del sarcolema y se
asocia con un gran complejo aligomérico glicoprotéica denominado Complejo de

Glicoproteinas Asociadas a la Distrofina (DAG en inglés).

1.1.1. El complejo DAG (19, 25): Consta de por lo menos 6 proteinas
localizadas en el sarcolema, donde a su vez algunos miembros de éste se unen a
otros elementos de |la matniz extracelular. El complejo DAG puede dividirse en tres
sub-complejos dependiendo del tipo de la proteina: el complejo distroglicano (a-
distroglicano y B-distroglicano), el complejo sarcoglicano («, B, v y $~sarcogficang y
una proteina aun no caractenzada denominada DAP 25) y el complejo citoplasmico
(las sintropinas y |a distrobrevina), De manera que, la distrofina queda unida mediante
la regién N-terminal & la actina y mediante |a regidn rica en cisteina, y la regidn C-
terminal quedan wunidas al p-distroglicane y al complejo citoplasmico
sintropinas/distrobrevinas. A su vez, la p-distroglicano es una proteina
transmembranal que se une a |a laminina y a |as proteinas de unién a a-distroglicanos
en la matriz extracelufar (Figura 4). Oe tal manera que, estas interacciones hacen que
efectivamente, la distrafina forma un puente critico entre el citoesqueleto sarcomérico

y el aparato contractil de la fibra muscular (25, 28, 27, 28 y 29).

11
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Cadena g~2
Ay
Lamimina 2 Complejo
Dismroglicang
Complejo
Sarcoglican
Extracelular cs G Cavedglina

Citoplasmica  Sarcolema

{

DMD/DMB

FIGURA 4. REPRESENTACION DEL COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADO A
DISTROFINA (DAG). E( complejo forrma una unidn transmembranal emtre fa matrz
exiracelular (cadena a-2 y Lamining) y el citcesquelelo intracelular (filamentos de
Actina) lo cual ss predice, que sstabiliza ls membrana plasmdlica de fa célula del
musculo. Se muestra |a distribucién de las proteinas del complejo *Sarcoglicano” y
"Distroglicanc”, la regidn N-terminal de fa Distrofina que se ancla al filamento de
Actina y la parte C-terminal que Sirve de puente para unif (a parte intema con la
externa. ONS: dxido nitrico simetasa.

La ausencia de distrofina (0 de cualquier otra proteina del complejo DAG)
conduce 4 un aumento de (a fragilidad de [a membrana, a la pérdida de ia unian de
las proteinas y por Jo tanto 3 la desorganizacion del aparato contractil. El resultado

final es la necrosis midfibrilar con ciclos de degeneraciin y regeneracion que

12
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eventualmenta conducen a la pérdida de las fibras y al reemplazo fibroconectivo (27).
Las mutaciones en algunas de las proteinas componentes del compiejo DAG han side
ya caracterizadas y se ha determinado la asociacidn con algunas oiras

distrofinopatias (3)

En adicion a los efectos directas de las mutaciones en ias fibras musculares, !
complejo DAG puede estar involucrado en anormalidades en la regulacion del calcio
ya que el musculo deficiente de distrofina tiene niveles anormaimente elevados de
calcio intracelular. Por otro lado, también se ha observado una actividad aumentada
en el transporte de calcio a nivel de {a membrana celular, o que sugiers que este
complejo esta involucrado en la produccién del fenotipa de las cardiomiopatias. Mas
de un tercio de los pacientes con DMD/DMB desarrollan sintomas de disfuncion
cardiaca a ta edad de los 14 arios y virtuaimente todos tienen cardiomiopatia a la

edad de 18 anos, siendo (a forma dilatada la mas frecuente (28 y 30).

La disponibilidad de pruebas para el analisis de genes y proteinas ha conducido
a la apreciacién de la variabilidad de |as presentaciones clinicas asociadas a
mutaciones en ol gen de la distrofina y ademas han conducido a la integracidn
general del entendimiento de las varantes fenotipicas resultantes de mutaciones n¢
solo en distrofina, sino también en las proteinas del complejo DAG (28). Las
mutaciones en el gen de |2 distrofina responsakles de los cuadros de OMD y DMB son
a las que enfocaremos nuestra atencion en este trabajo, y estas variantes fenotipicas

se describen a continuacian.

13
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1.2.DMD YDMB

La DM es considerada come una de las enfermedades genélicas mads
desbastadoras en la especie humana (32 y 33). Es de las afecciones
neuramusculares mas comunes en la infancia, con una incidencia de 1 en 4000 nifos
nacidos. Consiste en un desgaste progresiva del iejido muscular (con pérdida
progresiva de la fuerza muscular}, esquelstico y fiso, involucrando ademas al tejide
nervioso en cierto grado. La DMD es el tipa clinico mas grave, generalmente se
diagnostica entre los 3 a 6 afios de edad debido a una debilidad o retraso al caminar.
El individuo afectado presenta una marcha caracteristica, con balanceo bilateral del
tronco, el abdomen hacia delante, lordosis lumbar excesiva y los hombros hacia atras

en relacion a la pélvis, conocida coma marcha andina o de pato (13, 32, 33 y 34).

La secuencia de eventos que ocurren en |a DMD estd bien caracterizada. Al
principio de |a enfermedad, las extremidades se encuentran hipoténicas y l0s arcos
reflejos de movilidad estan presentes, pero conforme avanza el padecimiento, van
presentandose contracturas y las pantorllas aumentan de tamano debido a la
hipertrofia del musculo. Eslo es debido a gue las midfibras sufren de ciclos de
necrosis y regeneracién (dehido a la inestabilidad, ausencia 0 mal funcionamiento de
la distrofina), en los cuales la necrosis gana finalmente, y |a fibrosis ocume cuanda la
regeneracion ha fallado. El tejido adiposo y conectivo reemplaza al tejidg nommal, o
que hace que !as pantarrillas tengan textura firme, se vean de mayor tamana, pero sin
tener la fuerza del musculo sano, 10 que incapacita al individuo para sostenerse en pie

(13 y 32).

14
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La enfermedad es progresiva y los pacientes usualmente necesitan silla de
ruedas entre los B y 11 anos de edad. Después del confinamiento a la silla de ruedas,
los pacientes tienden a desarrollar contracturas en las misculos de las piemas y los
brazos, seguido por escoliaseis progresiva. Esto resulta finalmente en una muerte
temprana entre los 20 y 30 anos. La muerte es causada principalmente por problemas
respiratorios (debida a una insuficiencia respiratoria severa por debilidad intercostal),
pero un gran porcentaje de [0s pacientes que presentan dafe cardiaco, mueren por

una insuficiencia miocardica aguda (13 y 33).

La DMB fue cansiderada una enfermedad alélica a la DMD por sus similitudes
clinicas y su patroan de ligamiento al cromosoma X. Esto fue confirmado despues,
cuando se analizd el gen de la distrofina y se establecic que tanto los pacientes con

DMD o con DMB, presentaban mutaciones n este mismo gen (34).

En general, la DMB se caracteriza por un cuadro clinico menos severa y menos
comun que la DMD. Los sintomas aparecen después de los doce afas, ¥y puede a no,
presentarse a incapacidad para caminar y la progresion del desgaste muscular es
mas lento. Los pacientes que requieren silla dé ruedas la usan después de los 15
afos, las contracturas en las extremidades pueden no preseniarse y si las hiay son
muy leves. La hipertrofia en las pantomillas tambien es leve ya que no existe gran

destruccion del musculo, como ocurre en la DMD (34 y 35).

La base pnmordial para un buen diagnostico de DMD/DMB, es la descnpcion
precisa del cuadro clinico, consistente de |os sintomas y signos que presemta el

paciente, |a edad de inicio del padecimiento y la edad en que queda incapacitado
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para caminar, Los hallazgos significativos del labaoratorio incluyen niveles elevados de
enzimas especificas de musculo esquelético, como la creatina kinasa (CK-MM) y las
muestras de biopsia de musculo que invariablemente muestran un patron de
degeneracién y regeneracion muscular con variacion en el tamafo de las fibras,

nucleos centrales aumentados y fibrosis intersticial progresiva (33).

La disponibilidad de muchos estudios moleculares del gen de la distrofina ha
permitido la apreciacidn de la extrema variabilidad de las presentacionas clinicas
asociadas con mutaciones de este gen. Tipicamente, los pacientes con DMD no
presentan niveles detectables de expresidn de distrofina en musculo esquelético. A
nivel cuantitativo, los pacientes con OMD tienen poca distrofina § niveles minimas no
detectables de ésta por Western-blot Para explicar las diferencias de niveles de
distrofina detectados en los pacientes con DVD y DMB, en 1988 Monaco y cols.
proponen "la hipétesis del marco de lectura” (36). Esta comrelaciona la DMD con el
patrén de mutaciones por delecidon que interrumpen el marca de lectura o que
generan codornes de ferminacion muy prematuros generanda  proteinas
significativamente pequerias 0 completamente diferentes a la distrcfina normal. En
contraste, &l musculo de pacientes can DMB contiene niveles detectables de distrofina
de tamafo alterado y/o abundancia reducida, que pueden deberse a mutaciones par
delecidon que mantienen el marco de |ectura. Estas observaciones sugieren que
ademas de que hay dominios criticos para la funcién normal de la distrofina, los
niveles de expresion también son importantes para la funcion normal, subnormal ¢

completamente nula de esta proteina en el musculo distrdfico (30, 33, 34, 35 y 36).
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Debido a que la distrofina no es una proteina exclusiva del musculo esquelético,
la patalogia también se extiende a los otros tejidos que la expresan, encontrdndose
en estos pacientes alteraciones en musculo cardiaco (como cardiomiopatias), en
cerebro (retraso mental), musculo liso (alteraciones en esofago, musculo € intesting) y
retina (respuesta reducida de las neuronas retinales a la luz é ceguera nactuma). Los
pacientes con DMB tienen un pericdo de vida mas prolangado y no es frecuente

encontrar pacientes con retraso mental (34 y 35).

La anomalidad cardiaca mas comin en pacientes con DMD es la CD,
involucrando principalmente al ventricuio izquierde (3 y 9). La edad de astablecimiento
de la cardiomiopatia varia y puede estar asaciada con arritmia cardiaca. Las mujeres
porladoras ocasionalmente manifiestan los sintomas clinicos de la enfermedad pero
en forma muy ligera. Melacini y cals. (37) documentaron una alta incidencia (60 a
72%) de dano cardiaco en paciéntes con DMB. En casos particulares cuando el daio
muscular era muy leve, |2 cardiomiapatia era 1a caracteristica clinica primaria. En
estos casos, el dafio cardiaco es rapidamente progresivo |levando a transplante

cardiaco o muerte en el primer o segundo ano después del diagnostico.

1.3.CDLX

Otra variante fenctipica resultante de mutaciones en el gen de la distrofina es la
COLX. Curosamente en este casq, los pacientes legan a consulta por una afeccion
cardiaca primaria que es la CD, sin presentar ningun sintoma de dafio muscular

esquelética, por lo que inidalments, cuando se determind que el gen responsable
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para CDLX era también distrofina, se dudé en clasificar a ésta dentro del grupo de las
distrofinopatias. Actualmente, COLX esta claramente clasificada como otra variante
fenotipica dentro del grupo de las enfemedades resultantes de mutaciones en el gen
de la distrofina (38 y 39). A ¢ontinuacidn se describen con mas detalle las

caracteristicas de esta otra variante, la cudl es el tema central de este trabajo.

La CDLX es una enfermedad grave del miocardio, dé pragresian réapida que
afecta a jovenes varones a |3 edad de los 10 afias ¢ a principios de |a tercera década
de la vida. Tipicamente, los varones afectados presentan signos y sintomas de dafo
cardiaco congestivo grave incluyendo disnea, intolerancia al ejercicio, disminucion del
apetito y vomito. En algunos nifios, la taquicardia ventricular y el sincope son muy
comunes, lo que resulta en muerte ¢ transplante cardiace despues del primer ¢
segundo afno del diagnéstico, Clinicamente, la COLX puede ser idéntica a cualquier
otro cuadro clinico de cardiomiopatia dilatada, excepto por su evidencia de
transmisién ligada al cromosoma X y por los elevados niveles de creatina kinasa de
musculo esguelético (CK-MM) en el suero, junto con la falta de evidencia clinica de la
miopatia esquelética. Las mujeres con CDLX (portadoras) estdn menos afectadas y
pueden manifestar los sintomas en etapas mas lardias, usualmente en la quinta
decada de su vida, pero la enfermedad es muy ligera y de progresion muy lenta (3,

10, 13, 38 y 4Q).

La primer familia con COLX fue reportada por Berko y Swift en 1987 (familia
COLX-1) (38). Esta consiste de un arbal genealdgico de 5 generaciones (Anexo 1), en
el cudl no existe transmision de la enfermedad de mujer a mujer y la cardiomiopatia es

de establecimiento muy temprano en los varanes y tardio en las mujeres. Esta familia
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junto con otra (CDLX-3), fue eiegida por Towbin y cols. para los estudios de
ligamiento genética (39), demostrando ligamiento entre CDLX y la sonda XJ1.1
{DXS208) que se ubica exactamente en |a region 5' del gen de la distrofina, implicado

en la DMD y DMB (Figura 3).

En el mismo {rabajo, de Towbin y cols., se reparté el analsis por Southem-blot
del gen de l|a distrofina en |os varones afectados, utilizando sondas del DNA
complementario (DNAc) al RNA mensajerc (RNAm) de la distrofina. El resultade de
eslas pruebas no mostrd ninguna evidencia de delecion en el gen. El analisis de
deleciones intragenicas se realizo con un estuche de PCR-Multiplex para 14 regiones
del gen que comprenden los fragmentos mas comunmente deletados en pacientes
con DM. Con estas pruebas se cubrieron el 98% de las deleciones previamente
reportadas para distrofina, en pacientes con DM, sin encontrar ninguna delecion en
los pacientes con CDLX. La evaluacion de la proteina en tejido cardiaco se realizd
utilizando tres anticuerpas, 1) uno dirigide contra la region N-terminal, 2) otro contra el
dominic de barra central y 3) el tercero contra €l extremo C-terminal de la proteina.
Con este Ultimo andlisis se demostré que en el tejido cardiaca habia escasés (o
ausencia) de la region N-terminal de la proteina, mientras que los niveles de las
regiones en bama y C-teminal eran ngrmales. La proteina total del musculo
esquelético fue nommal pars tades los anticuerpos. Estos resultados sugerian
fuertemente que el gen afectado en CDLX era el de la distrofina, pero que muy
probablemente |a anormalidad se restringia a la regidn N-terminal de [a proteina, la
cudl afectaba exclusivamente al musculo cardiaco, y probablemente esta anormalidad
era diferente a todas las mutaciones ya reportadas en los pacientes con |a distrofia de

los tipo DMD y DMB (13, 31, 41 y 42).
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Muntoni y cols. (43) describieron una mutacién en una familia con COLX. En esta
familia se encontrd una delecion que involucra una parte del promotor de musculo y el
exdn 1 (Figura 5). Este autor propusc que €l promotor de cerebro (Pc), normalmente
no activo en musculo, se activa y reemplaza parcialmente la produccién de la
distrofina en el musculo esquelético, manteniendolo en forma aparentemente nomal,
protegiendolo del desgaste celular y mostrandalo con funcion aparentemente normal.
Yoshida y cois. (44) también reportaron dos pacientes con dafno muscular muy leve y

cardiomiopatia dilatada y con delecidon unica del exén 1.

Tomando en cuenta estos antecedentes, la propuesta en este trabajo fue que las
mutaciones en CDLX deberian ser diferentes a las reportadas en pacientes con
DMD/DM, ya que en los pacientes con CDLX el musculo esquelétice no esta afectado
y el dafio es especifico de corazén. Como el andlisis de ligamiento y el andlisis de
proteinas reportado por Towbin y cols. mostré que la region S del gen de Ja distrofina
era la directamente involucrada, el analisis de la distrofina en estos pacientes, se
enfoco principalments a |a regidn 5' que comprende a los pramotores (Fc, Pm y Pp) y
los primeros 10 exones del gen. A continuacion se describen la Hipotesis y los

Objetivos Generales y Especificos de este trabajo.
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FIGURA 5. ESQUEMA DE LA REGION 5 DEL GEN DE LA DISTROFINA, QUE MUESTRA LA
DELECION DESCRITA POR MUNTONI Y COLS. (20) EN UN PACIENTE CON CDLX.

Se muestra el tamaiio aproximado de la region y los exones involucrados en este estudio. Pm
denota el promotor de musculo. Pc al promotor de cerebro. 1M y 1C corresponden al primer
ex6n de musculo y al primer exén de cerebro, respectivamente. DYSIII, DYS MSB y DYS MSA
son marcadores polimérficos analizados y las barras debajo de éstos indican los fragmentos
analizados por PCR. Los signos + y - denotan los resultados positivos o negativos de
amplificacion.
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CAPITULO I
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS.

Las mutaciones en el gen de la distrofina en pacientes con COLX que producen
un defecto selectivo en la estabilidad o produccian de la distrofina en el misculo
cardiaco, son de origen varable y tienen caracteristicas diferentes a las
encontradas en pacientes con DMD/DMB.

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo General:
Caracterizar las mutaclones en el gen de la distrofina que generan &/
fenotipo CDLX

2.2.2. Qbjetivos especificos:
1. Realizar un andiisis de ligamiento de la tercera familia reclutada

diagnosticada clinicamente com¢ CDLX.

2. Descartar ¢ confimar 1as mutaciones descritas por Muntoni y cols.
(34), on las tres familias reclutadas con CDLX

3- Sino se encuentra a delecién del Pm y el exén 1, continuar con el
tamizaje de |2 regidn 5’ del gen de la distrofina utikzando las pruebas
canvencionales, descritas para el diagnastica de mutaciones en
pacientes con DMD/DMB.
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4. Si no se encuentra ninguna mutacion en |3 regisn 5 del gen,
entonces contemplar la posibilidad de continuar con el tamizaje de la
region 3'.

5. Si se encusentran las mutaciones causantes de la enfermedad,

establecer las pruebas de laboratorio diagnosticas, que deben

realizarse en pacientes con COLX.
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CAPITULO Il

ESTRATEGIA GENERAL

34. ANALISIS DE LIGAMIENTO: La tercera familia recolectada habla sido clinicamente
diagnosticada comg CDLX. Para confitnar si se dclasificaba dentro del grupo de
distrofinopatias, se hizo un anélisis de ligamienta wutilizando unicamente marcadores de la
region 5' del gen de la distrofina, con marcadores previamente reportados como diagnasticos
para COLX.

3.2. ANALISIS DE ADN GENOMICO: La primera parte del anélisis fue reproducir los
estudios de Muntoni y Yashida y hacer el estudio de los promotores, can la finalidad de
detenminar si las mutaciones en nuestras familias corespondian a las mismas mutaciones que
ellos habian descrito. Como no se encontrd ninguna delecidn en 1a regidén promotora del gen,
los siguientes estudios que se hicieron fueran por Southem-blot y PCR-Multiplex. Con éstos
estudios se descartaron el 98% de las mutaciones ya descritas en pacientes con DMD/DMB.

3.3.  ANALISIS DE DNAc: El andlists de la expresion de |a proteina se hizo mediante PCR a
partir de ONAC, utilizando juegos de primers que amplificaban fragmentos trasiapados del
DNAc de distrofina.

3.4. DETECCION DE MUTACIONES: El andlisis de las mutaciones puntuales se hizo por
£8CPs individuales de cada unec de las exones 2-10 del gen. Las bandas anormales resultantes
se secuenciaron para confirmar las mutaciones.

3.5. ANALISIS DE PROTEINAS: El estudio de |a proteina se realizé a partir del tejida
obtenido de biopsigs del corazon de cada paciente, después de transplante cardiaco. Se
realizaron estudios por Westem-blot a partir de homogenizados de los tejidos en secciones
congeladas. Para estos estudios se utilizaron cuatro anticuerpos: un amicuerpo contra la regién
N-terminal, un anticuerpo contre la regidn en forma de barra, un anticuerpo contra la regién C-
terminal y un anticuerpo anti-Actina. Este Ulimo sirvié como control intemo del sistema. Si al
final de todos los estudios se encontraba alguna mutacién, se hacia un estudio computacional
de la proteina para predecir los cambios estructurales que la mutacion ocasionaba.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. ORIGEN DE LOS REACTIVOS: Los reactivos utilizados para el cultive

de células como: RPM1-1640, suero bovino fetal, tripsina, antibiético (penicilina-
astreptomicina), DMSQ, ciclosporina y glutamina, se obtuvieron de las casas
comerciales: Gibco-Bethesda Research Laboratories {(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD,
USA), HyClone (Salt Lake City, UT, USA) y SIGMA Chemical Company (St. Louis,
MO, USA). El material para cultivo de células como frascos y platos, criotubos, pipetas
desechables, cajas de plastico para almacenamiento de los criotubos y unidades de
fittracion, provino principaimente de Falcon (Lincoln Park, NJ, USA) y Coming (New
Yark, NY, USA). Los reaclivos utilizados en la extraccion de sangre (tubos
heparinizados © con soiucion de citratas) provinieron de Mailinckrodt Speciality

Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA).

El estuche para la extraccién de DNA se obtuvo de la casa Boheringer
Mannhelm Corparation (Indianapolis, IN, USA), los tubos de Ficoll-Hipaque pravenian
de Phamacia (Piscataway, NJ, USA}, la proteinasa K y el reactivo TRIzol se
obtuvieran de Gibco-BRL. Las sondas de DNA gendmico (DNAg): XJ 1.1, XJ 1.2,
pPERT 84-10 y pERT 87-30 y las de DNA complementario (DNAc): 1-2a. 2-b3 y 4-5a,
se obtuvieron de American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). El
DNA de placenta y el DNA de esperma de salmon provinieron de SIGMA. Las

membranas de Nylon Zeta probe eran de BioRad (Richmond, CA, USA)
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Todos los reactivos para las PCRs y para la sintesis de DNAc (enzima Tag
polimerasa, cloruro de magnesio, aceite mineral, dNTPs, enzima transcriptasa
reversa, inhibidor de RNAsa, hexanucledtidos al azar, etc.) provenian de Gibco-BRL.
Las columnas de purificacdén de productos de las PCRs eran de Qiagen (GmbH,
Alemania). Las enzimas de restriccian provenian de las casas New England Biolabs
(NEB, Beverly, MA, USA) y Boehringer Manrnheim. Los reactivos para las
electroforesis (agarasa, acrilamida, bisacriamida, Trisma Base, EDTA, SDS,
Formamida, Dietilpirocarbonato, acido bdrico, azul de bromafenol, xilencianol, etc.) se
campraron a BioRad, SIGMA y Gibco-BRL. Los nucledtidos radioactivos se obtuvieron
de Amersham (Buckinghamshire, Inglaterra, UK). El estuche de clonacién mediante
Vectores-T fue de la casa Invitra-gen (Carisbad, CA, USA). Los anticuerpos anti-
distrofina y el anticuerpo anti-actina pravenian de los Laboratorios Novocastra (New
Castle, Upon Tyne, Inglaterra, UK). Los reactivos comunes como etanol, isopropanol,
cloroformo y alcohal isoamilico fueron comprados a United States Biochemical

Corporation (USB, Cleveland, Ohio, USA ).

4.2. FAMILIAS: Para este estudio, se recolectaron muestras de tres familias
con CDLX pura y se evaluaron después de tener las formas de consentimiento,
autorizadas par el comité de ética de la institucion. Los arboles genealogicos de estas
tres familias s€ muestran en el Anexo 1. La primera familia COLX-1 fue descrita y
evaluada en la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill, por Berko y Swift
(38), las otras 2 familias (COLX-2 y COLX-3} fueron estudiadas en el Colegio de
Medicina de Baylor y la Escusla de Medicina de la Universidad de Texas, en Houston,

por Towbin y cols. (39 y 45).
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Estas familias no estaban relacionadas, y todas eran de descendientes
americanos. Las familias COLX-1 y COLX-3 eran de raza negra y |a familia COLX-2
era de origen caucdsica. Los varones afeclados y las mujeres portadoras estan
senalados en los &arboles genealdgicos. Los estudios de laboratorio incluyeron
estudios de funcion tirgidea, camitina, hiemo, capacidad total de union a hierro, titulos
virales y de toxoplasma y niveles de CK (Tabla 2). Los niveles de CK totales y CK de
muscula esquelético (CK-MM) estaban elevados en todos los afectados y en algunas
mujeres portadaras. Ninguna otr2 anormalidad fue encontrada en los estudios hechos
en sangre. Todos los varones afectados manifestaron sintomas de dafo cardiaco
congestivo y ecocardiografia consistente con CD. Todos los miembros fusron
evaluados por examen fisico, electrocardiograma (ECG) y ecocardiografia (bi-

dimensional, medo-M y Doppler).

4.3. CONTROLES. Después de obtener las formas de consentimiento, se
recolectd la sangre de 100 individuos no relacianados (incluyendo hombres y mujeres

de raza negra y caucdsicos) determinadas como sanos despues de realizar examen

fisico, histona clinica y ecocardiografia.

4.4. ESPECIMENES BIOLOGICOS. Para establecer lineas calulares

linfoblastoides de los pacientes y sus familiares, se obtuvieron 10 ml de sangre
anticoagulada con heparina de ¢ada individua, y 10 ml de sangre con citratcs para
extraccion directa de DNAg. En el caso de los afectadas, cuando fue posible, se
obtuvo biopsia de musculo esquelétice y/o cardiaco. Los tejidos obtenidos se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquide (-170°C). De los controies se

obtuvieron solamente 10 ml de sangre periférica para la extraccién de DNAg.
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Tabla 2. Andlisis de laboratorio realizados a los pacientes con COLX.

FRUEBA: CDLXA1 COLX-2 CDLX-3
Carga viral Normal Normal Nomnal
Niveles de toxoplasmosis Normal Nomal Nommal
Estudios de funcidn tiroides Nomales Nommales Nomales
Hierro sérico Normal Normali Normal
Capacidad de unién de hiera Narmal Normal Normal
Camitina sérica Narmal Nomal Normal
Camitina de musculo, libre N/D Aumentada Aumentada
Camitina de muscula, total Aumentada Aumentada Aumentads
Contenido de glicégeno ND Aumentado  Aumentado
CK-MM Aumentada Aumentada Aumentads
a-glucosidasa N/D Normal Normal
Faosforilasa N/D Normal Normal
Fasfofructacinasa N/D Normal Normal
Contemide mitocondrial Normal N/D Normal
Biometria compieta Nomal Normal Normal
Anticuerpos antinucleares Normal N/D Normal
Factor reumnatagide Nommnal! N/D Nomal

N/D = No determinado

4.5. LINEAS CELULARES LINFOBLASTOIDES. Se utilizo el método
descrito por Miller y Andersan (46 y 47) que consiste en e! aislamiento de linfocitos
mediante columnas de Ficoll-Hipaque, a partir de sangre periférica con heparina. Los
linfocitos recuperados se lavaron en medio de cultivo RPM| 1640, se centrifugaron (5
min a 3000 r.p.m.) y el boton se resuspendid en 2 ml del mismo medio conteniendo
1X penicilina-estreptomicina (S0 pg/ml.-2,000 U/mi), suero bovino fetal al 20% y
glutamina 4 mM. Para induar la inmortalizacion de las células, éstas se incubaron a
37° C durante 7 dias en presencia de 0.5 ml de ciclosporina (20 pg/ml.) y 1 ml de virus
Ebstein-Bar abtenido par filtracian del sobrenadante dsl cultivo de una semana, de
células Mammoset B95-8 (almacenado a -130° C en alicuotas de 1 ml).

Posteriormente, las células que sobrevivieron a este proceso se expandieran para
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iniciar los cultivos pemmanentes. Cuando se observaron cumulos de células
agrupadas, estas se alimentaron con 10 m! de medie, cada 3 a 5 dias, sin recambiar
el medic de cultivg, hasta obtener aproximadamente 50 ml de cuitivo con una

densidad aproximada de 1x10° células/ml.

Para el almacenamiento, las celulas se cosecharan por centrifugacion a 2500
r.p.m. durante 10 min y se resuspendieran en 1 6 2 ml de medio RPMI 1640
conteniendo 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente se transfirieron a viales
de plastico para congelacion, los cuales se almacenaron a -70° C durante toda la
noche antes de ser transferidos para su almacenamientQ final en nitrégeno liquido (-

170° C).

4.6. PREPARACION DEL DNA GENOMICO (DNAg). Se utilizé un estuche
comercial para extraccion de DNAg a partir de sangre y/o linfocitos en cultivo . Este
consistio en |a lisis inical de los eritrocitos de la sangre campleta con la solucion de
lisis incluida en el estuche. Los linfocitos obtenidos después de la lisis de eritrocitos o
directamente de células en cultivo, se digirieron durante 1 a3 h a 37° C con 20 yul de
proteinasa K (20 mg/ml.). Los desechos celulares se precipitaron y eliminaron por
centrifugacién (15 min a 3000 r.p.m.). El ONA se obtuvo de la forma convencional

mediante precipitacion del sobrenadante con etanol al 100%.
4.7. PREPARACION DEL RNA: Este se obtuvo a partir de linfacitos en cultivo

0 a partir de biopsias de tejido congelado. En algunas ocasiones cuanda no so

cantaba can ninguna de estas opciones, el RNA se extrajo de tejido fijado en parafina,
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pero el rendimianto en este caso, fue muy bajo. Para |3 extraccion se utilizo el reactivo
TRizol cuyo principio de extraccion se basa en el descrita por Chomczynski y Sacchi
{48). El reactivo de TRIzol consiste en una solucion pre-mezclada de acetato de sodio,
isotiocianato de guanidina y fenol. En el caso de las ¢élulas en cultivo, a éstas se les
permitid crecer hasta cbtener un cultivo de §0 ml a una densidad aproximada de
1x10° células/ml. Estas se centrifugaron en un tubo conico de 50 ml y el botdn de

celulas resultante se utilizd para la extraccion,

Para las biopsias, se procesaron muestras de aproximadamente 2 a & mg de
tejido. Estas se trituraron con un bisturi en pedazos muy pequenos para facilitar la
extraccion. Cualquiera que fuera el caso (células o tejido), las muestras se
transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 ml y 5& homogenizaron en 0.8 ml de TRIzol
(con vartex para el casa de células o can un homogenizador Polytron de Brikman en
el caso de tejidos). Al homogenizado se le agregaron 100 pl de Sevag (mezcla de
cloroformgo.alcehol isoamilico, 24:1), se mezcld con vortex y nuevamente $e incubd
por 15 min en hielo, Después de la incubacion se centrifugd durante 30 min a 12,500

r.p.m. y la capa superior se transfirié a un tube limpio.

El RNA se precipité con 0.8 volumenes de isopropancl a -20° C durante 3 a6 h.
(de preferencia durante toda la noche en el caso de las biopsias, para mejorar el
rendimiento). Al siguiente dia, el RNA se obtuvo mediante centrifugacion. La pastilla
se lavé con etanol al 70%, se secd, se resuspendid en 30 pl de agua tratada con

dietil-piracarbonate (agua-DEPC) y se almacend a -80° C hasta su uso.
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4.8. OLIGONUCLEOTIDOS: Todos los oligonucledtidos fueron sintetizados

por la compania GIBCO-BRL y la secuencia de éstos se muestra mas adelante
conforme se vaya describiendo su uso. La solucion de trabajo se prepard en TE a

una concentracion de 10 pi.

4.9, METODQS:

49.1. Andlisis de ligamientd. Antes de empezar el andlisis de las

mutaciones, la familia CDLX-2 se sometid a analisis de cosegregacion y ligamiento
para determinar si realmente estaba bien clasificada. £n ef analisis de cosegregacion
se mide la distancia genética entre un marcador o sonda (cualquier fragmento de DNA
de localizacian conocida) y el gen responsable para la enfermedad, en nuestro casc
se utilizaria un marcador del cromosoma X de localizacién conocida cerca o dentro del
gen de |a distrofina. Cuando el marcador utilizado cosegrega con la enfermedad, se

dice entances que hay ligamienta entre ellos.

Los analisis de cosegregacion se pueden realizar mediante técnicas tipo
Southem utilizando RFLPs (fragmentes de restriccion, polimorficos, de longitud
variable) 0 mediante la PCR analizandc repeticiones polimdrficas de di ©
tnnucledtidos. Los resultados que estas metodologias generan se utilizan para
alimentar programas computacionales para ligamiento que nos predicen la
probabilidad ("score") de que nuestro marcader esté o no-ligado a la enfermedad, La

metodologia utilizada en este trabajo se describe a continuacién
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4.9.1.1. Polimorfismo en fongitud de fragmentos de restriccion
(PLFR) detectados mediante Southern-bfot. Se anaiizaron marcadores dei
cromosoma X especificos de la regién 5 del gen de la distrofina con las sondas de

DNAg: XJ1.1 (DXS206), XJ1.2 (DXS208), pERT 84-10 (DXS142) y pERT 87-30

(DXS164) (Tabla 2).

Cinco o diez pg de DNA se digirieron con la enzima de restriccion
correspondiente, descritas en la Tabla 2, las cuales fueron previamente determinadas
como diagnésticas para estudiar ligamiento en CDLX (39). El DNA se digirid durante 3
h. a la temperatura apropiada, de acuerdo a las recomendaciones de la casa
comercial, el DNA digerido se separd mediante electroforésis en geles de agarosa al
1% en amortiguador Tris-Acetato/EDTA (TAE) a 35 V durante 18 h. y éste se transfirid

a membranas de nylon Zeta probe mediante transferencia alcalina.

Las sondas utiizadas se marcaron radioactivamente con 10° cpm/ug con
[a-(”-P)]-dCTP, utiizando un estuche comercial de marcaje con iniciadores
nanomeéricos al azar. La hibridacion se hizo siguiendo el método descrito por Church y
Gilbert (49). La membrana se pre-hibridd durante 1 h. @ 65°C en presencia de DNA
de esperma de salmén, Posteriormente esta solucion de prehibridacion se reemplazé
por la solucién de hibridacién que contenia la sonda desnaturalizada (5 min a 95°C) y

se hibrido toda la noche a 65°C.
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Algunas de |as sondas que contenian secusncias da DNA repetitivas generaron
mucho fando en los resultados. Por lo que on eslos casos, las sondas se pre-
asociaron con exceso de DNAg sonicado proveniente de placenta de humane. Para
esto, la sonda marcada se hirvié durante S min junto con el DNA de piacenta, se dejd
preasociar durante 1 h a 65°C y posteriormente se adiciond a la membrana
prehibridada. Los lavados para remaver el exceso de radioactividad, se hicieron en
1% SDS y 1 mM EDTA hasta que menos de 500 cpm eran detectadas mediante el
contador Geiger. Las membranas se exponian a la pelicula radioactiva {(Kodak)
durante toda la noche. Las patrones de restriccion resultante se compararon ¢on los

establecidos por Koening y cols (20 y 22).

TABLA 3. SONDAS EMPLEADAS EN LAS HIBRIDAGIONES EN FILTRO.

A. SONDAS DE DNAg:

Locus Sonda Localizacidn Enzimas: Alelos (kpb):
DXS206 XJi.1 Xp21.2 Tagl 31738
DXS206 XJj1.2 Xp2l1.2 Bei 1 1.7/2.0
DXS164 pERT 84-10 Xp2l.1 Tag 28/45
DXS164 pERT 87-30 Xp21.2 Bglll 8.0/30

B. SONDAS DE DNAc:

DNAc Sonda Localizacién Enzimas:

1-2a 9.7 Xp21.3-21  HindIIl, Bgl 11, Tag |

2-b3 30-2 Xp2l 4 Hind 111, Bam HI

4-5a 30-1 XpZl Hind 1U

4.9.1.2. Polimorfismo Mae MlI: Los estudios por PCR de regiones
polimarficas se realizaron utilizando el polimarfismo de sitio de restriccion Mae Il
localizado en |a regidn &' del gen, cerca del pramoter de muscuio, dentre de la region

PERT B84 (DXS142) (39). Para ello, esta regidon se amplificc por PCR, bajo las
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condiciones que se describen en la Tabla 3. La secuencia de los aligonucledtidos es
la siguiente: Mae-S: §-CAGGGATGCAAAGGAACTGGG-3' y Mae-A: 5-
CAGTTTGTTTAACAGTCACTC-3'. La reaccion de amplificacion se realizd en un

termociclador automatizado (Termocycler, Stratagene).

Tabla 4, Condiciones estdndares de |a PCR.

A, Componentes de la PCR

DNAg 250 ng

Amortiguador de |a reaccion 1X 50 mM KCI. y 10 mM tris-HCI, pH 8.3
MgCl; 1.5 mM

dNTPs 200 uM

Qligonucledtido sentido (S) 1.0 ug

Qligonucledtido antisentido (A) 10 g

Tag DNA polimerasa 25U

Volumen de reaccidn 50 ul

B Condicianes de amplificacion:

Ciclo inicial de desnaturalizacion: 94°C/ 2 min.
30 ciclosde: . 92° C/ 45 seq
62°C/ 45 seq.
72° G/ 45 seq.
Ciclo final de extension: 72°C/{ 5 min.

NOTA: Las condiciones que aqui s¢ muestran son las condicianes generaies,
utitizadas en todas las amplificaciones por PCR Cuelquier cambio hecho se hard
notar en el apartado que se asté describiendo

El polimorfisma se analizo digiriendo 1€ pl del praducto de la PCR con la enzima
de restriccion Mae I, durante 1 h. a 50°C, segun las especificaciones del proveedor.
El producta digerido se cormrié en minigeles de poliacrilamida al §% y éstos se tifieron

can bromuro de etidio (10 pg/ml.) y se observaron con luz UV.
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4.9.1.3. Anélisis de ligamiento: Este procedimiento fue realizado utilizando
el programa LINKAGE (V5.03). El LOD score entre dos puntos se calculd para todos
los pares de lo¢i utilizando el programa MLUINK. Se asumié un patrgn de herencia

ligado ai cromosoma X y una penetrancia del 100%.

4.9.2, ANALISIS DE DNAg: Para excluir mutaciones por delecion en el gen de
la distrofina, como la causa de CDLX, el DNAg se analizd mediante Southem blot
(utilizanda las sondas de DNAC ya descrilas en (a Tabla 2) y mediante PCR Multiplex,

como se describe a continuacién.

4.9.2.1. Southern-blot. Para el anlisis por Southem-blot se utilizé el DNAg
de los afectados, los familiares y los controles, contra las sondas de DNAc 1-2a, 2b-3,
4-5a, que cubren la region &' del gen de la distrofina. Para esto se siguid el mismo
pratocolo descrito previamente para Southemn-blot, y las enzimas utlizadas para la

digestion del DNA se describen en la Tabla 2,

4.9.2.2. PCR-Multiplex: Se realizé utilizando l0s estuches comerciales de 5 y
9 juegos de oligonucledtidos descritos por Beggs y cols. (50) y Chamberain y cols.
{51), respectivamente, los cuales permiten el analisis simultaneo da diferentes
regiones del gen de distrofina: el promotor de musculo y [0s exones 4, 8, 12, 13, 17,
19, 43, 44, 45, 48, 50, 51 y 52. Estos estuches contienen todos los componentes
necesarios para la PCR excepto el DNA blanco y |a enzima Taq DNA polimerasa,
mismos que se afadieron inmediatamente antes de correr la reaccion. De esta

manera, 5 ul de DNAg (5 ng/ul) y 1pl de enzima Tag (5U/pl) se agregaron a cada uno
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de los tubos del estuche para llevar a cabo la amplificacion, la cual se realizd bajo las
siguientes condiciones: 94°C por 8 min seguido de 30 ciclos, cada uno consistiendo
de las siguientes tres pasos: 94° C por 30 seg., 54° G par 30 seg. y 85° C por 4 min y
al final se incluyd un periodo de extension prolongada de 7 min a 65° C. Las
reacciones se llevaron a3 cabo en un temociclador automatico (Roba-cycler,
Stratagene). Los productos amplificados se visualizaron en geles de agarcsa Nu-

Sieve al 3% tenidos con bromuro de etidio, bajo la luz UV.

4.9.2.3. Analisis de los promatores del gen de la distrafina. Las tres
regiones promotoras de musculo (Pm), cerebro (Pc), y Purkinje (Pp), fueron
ampiificadas por PCR en cada unc de los afectados y controles normmales. Las
componentes de la PCR son los mismas descritos en la Tabla 6. La combinacion de
los oligonucledtidos utilizados se muestra en la Tabla 6 y fueron disefiados con base
en las secuencias reportadas previamente (11,12,13 y 14). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes; un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94° C por 2
min, sequida de 30 ciclos que consistian cada uno de: 45sec. a92°C, 1 mina $5°C
y1mina 72° C. Aqui también se incuy¢ el ciclo de extension final de 5 min a 72° C.
Los productos de la PCR se visuaiizaron en geles de agarosa al 1% tenidos con
bromuro de etidio. Los productos obtenidos se clonaron en un Vector-T {como se

describe en clonacion de productas de la PCR), para su posterior secuenciacion,
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Tabla 5. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en el analisis
de las regiones promotoras.

Promotor: Secuencia; Tamano:
Pm-S 5 TAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG-3 535 pb
Pm-A 5-TTCTCCGAAGGTAATTGCCTCCCAGATCTGAGTCC-

Pc-S 5 -GAAGATCTATATTTTACAACGCAGAAATGTGG-3' 630 pb
Pc-A 5-CTTCCATGCCAGCTGTTTITCCTGTCACTC-3'

Pp-S E.CAGCCTCCGCAGAATTTGAAATG-3 102 pb
Pp-A 5 CTTAGAAAATTGTGCATTTACCCA-3'

S = Sentido, A= antisentido

4.9.2.4. Anélisis individual de los exones (2 al 10) e intrones (8 y 9). Con
base en la secuencia reportada por Koening y cols.(20 y 22), se disenaron varios
juegos de oligonuciedtidos que flangqueaban cada uno de los exones del 2 al 10 del
gen de la distrofina e incluian los sitios aceptores y donadores de empalma. La
secuencia de os oligonucledtidos se describe en |a tabla 5. Las condiciones de la
PCR son las mismas descritas en |a Tabla 3, con excepcidn de las temperaturas de
alineamiento que fueron de 55°C para todo este grupo de oligonucleétidos. Para
amplificar fos intrones 8 y 9 se utilizd la combinacién de los oligonucledtidos BS/9A y

la 98/10A, respectivamente.
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Tabla 6. Oligonucledtidos para [a amplificacion de regiones del gen de la distrofina.

Exén:

Exon 2

Exon 3

Exon 4

Exon 5

Exon 6

Exdn 7

Exdn 8

exén 9

exdn 10

Intrdn 8

Intrén 9

Primer:

25
2A

3S
3JA

45
4A

88
SA

€S
6A

73
TA

as
8A

S
A

108
10A

88
9A

8s
104

Secuencia:

$'-GAAGATCTAGACAAACAAATGCATG-3
5-GAATTGCATGTCCCAATGGTTACCAT-3

§-TTCTTAATTGCCTCCCAGATCTGAGTCC-3'
§'-TACCCTACGTGTGACTCTAAAGTGGTCCCGT-3'

§'-GAATATTTTACAACGCAGAAATETGG-3'
5-GTACCATTTAACCCGGTCCTGAGTGGTGA-I

§-CTTCCATGCCAGCTGTTTTTCCTGTCACTC-3
§-TIGTCAACTGCCTGACTTTGAACGTAG-3

§-CTTAGAAAATTGTGCATTTACCCACAC-S
§-GTAGTACGTGCTTAGGGACCTAGCTGA-¥

5 -CTTCCAGAGAARATTGTGCATTTACCCA-3
5-CCCAAGGACGAGGTTTAGTCATCTGAC-3'

§-CTTAGAACGACAATTGTGCATTTACC-3'
5-CATTACTCAGTCGTAGGTGTACCGGG-3'

S-CTTAGAAMATTGTGCATT TACCCA-3'
§-CATCTCTCGACGACTGCGTGGGCAA-T'

S-CTTAGAAAATTGTGCATTTACCCA-3'
5-CTGGCATTGACGTGCATTTACCCA-Z

$-CTTAGAACGACAATTGTGCATTTACC-3
§-CATCTCTCGACGACTGCGTGGEGCAA-F

S-CTTAGAAAATTGTGCATTTACCCA-3
5- CTGGCATTGACGTGCATTTACCCA -3
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4.9.3. ANALISIS DEL DNAc:

4.9.3.1. Sintesis de DNAc: La primera cadena de DNAC se sintetizo a partir
de 4 ug de RNA total (preparado como se describid anteriormente). De esta forma, 4
ul de RNA (1 pg/ul) se incubaron en presencia de 20 U de un inhibidor de RNAsas
(RNAsin ), durante 5 min a 95° C y se transfirieron a hielo inmediataments. A esta
mezcla se le afadio: 1 ul de RNAsin (20 U/pl), S pM de gligonucledtido reverso
(antisentido), 50 uM de cada uno de los dNTPs, 4 ul de amortiguador de la reaccion
5X (5X = 15 mM MgClI2, 50 mM DTT, 250 mM Tris HCI pH 8.3, 375 mM KCI), 200 U de
|a enzima Transcriptasa Reversa del virus de la leucemia de Moloney y agua DEPC
para ajustar a un volumen final de 20 ul. Esta reaccion se incubé a 37° C durante 1 h.

y se congelo a -20° C hasta su uso.

4.9.3.2. RT-PCR. Para el anélisis del DNAc de distrofina se utilizaron varics
juegos de aliganucledtidas que cubrian los primeres 14 exones del gen y |a parte 3’ de
cada promotor hasta el exdn 2. Estos aligonucledtidos fueron derivados de la
secuencia reportada por Kaoening y cols. (18) y se describen en la Tabla € Se
utilizaron 2.5 ul de la reaccion de DNAc para realizar las PCRs las cuales consistian
de un volumen final de 25 ul que contenia: 1.5 mM MgCl;, 67 mM Tris-HCI (pH B.8),
16.6 mM suifato de amonio, 0.1 % de Tween 20, 200 pM de cada dNTP, 200 pM de
cada oliganucledtido y 2.5 U de Tag DNA polimerasas. Las condiciones de extension
fueron: 94° C por 3 min y 30 ciclos de 92° C por 1 min, 58° C par 1 miny 72°C par 2
min y una extension final de 5 min a 72° C, Los productos de PCR fueron visualizados

en geles de agarosa al 1%.
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Tabla 7. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados en el analisis de los DNAC,

Exones: Oligonucledtido: Secuencia:
EX 1-INT 1A 1118 §5-GGCGATCACTCACTTTCCCC-Y
11-1A S5-GATTTCTTGATTAACAAACC-Y
EX 1-INT.18 11-2A 5-ACTGTCATAACGTTTAGT-3
Ex1-5 1-8 5 -TGGCAAGAAGTAGAGGACTCTTATG-Y
5A §-TTGACCTGCCAGTGGAGGAT-Y
Ex 4-7 4-S 5'-GCACTGCGCGTTTTIGCAGAA.S'
7-A 5 -GAATGCATTCCAGTCGTTGTGT-3'
Ex 5-10 5-8 5 -TGAATGCTCTCATGAACTGCC-3
10-A 5-CTCTCCATCAATGAACTGCC-¥
Ex10- 14 10-S 5-CATTGCAAGCACAAGGAGAG-3
14-A S-CAGTTGCGTGATCTCCACTAGATTC-3
MUSCULO Pm-8 5-ATGCTTTCGTGGGAAGAAGTAGAG-I
CEREBRO Pe-S §-AAAACAGCTGGCATGGAAGATG-3'
PURKIN.E Pp-S §-CAGCCTCCGCAGAATTTGAAATG-3
Ex 2 EZ-A 5-CTTAGAALATTGTGCATITACCCAS

Para analizar el sitio de empalme del intrén 1 se utilizaron os oligonucledtidas
11-18, 11-2A e 11-3A. La secuencia de estas aligonuciedtidos se describe en {a Tabla 8
y su localizacion se muestra en la figura 6 Las condiciones fueron las mismas
descritas en la tabla 3. Los productos obtenidos se clonaron para posteriormente ser

sacuenciados.
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-450 Pm -400
APDAAAAATAA CTTTGGTAGA CAGTGGATACA TAACARATGC ATGGATTAT TCTGGGCATT
-3%0 =340
CCTTTITTATT TGGTAGAGTG AAATTTTIGE TGTIGTTGAG AGGATAAAAR AGGCATTTAA
330 -280
AAGTCAATTT TGAATCCGGA TTTITCTGCTC TGTTAATAAA TTCACATGAA AGTTACAGAA
270 -ZR
AGTATTGTTA TGCTTITGTA CTGAATAGTT TTTGTGTTITA GAAGGCTTTA AAAGCAAGTA
=20 160
CTATGTCCAC TGTGCTATTC TGGTTIGGAT ATTAATCAGA ACCACAGTTG AGCATTGTTT
-159Q -100
GAATTCACAG AGCTTGCCAT CCTGGAAGCA CAACCTTATA TGTAGTGACC ATGCACAGTC
- -40
CTATTATGGG AAACCAACTT GAGAGAGAAG GUGGGTCACT TGCTTGTGCG CAGGTCCTGG
-30 1 +21
AATTTGAAAT ATGCGGGSEGC CTCTACAGAA TCCTGGCATG AGTTACTGTG TTGACTCACT
+31 [1-18 +81

CAGTGTT GGG ATCACTCACT TTCCCCCTAC AGGACTCAGA TCTGGGAGGC AATTACCTTC

+1d1

+91
TAAAGCTGCT GAAGTTTGTT

CGAGAALAAC GAATAGGAAA AACTGARAGTG  TTACTTTITTT

+151 201
GGTTTCTCAT TGTTTTTAAG CCTACTGGAG CAATABAGTT TGAAGAACTT TTACCAGGTT

ATACACTTIT  CARAATGCTT TGGTGGGAAG AAGTAGAGGA

11-2a
cTGTT gtaagtacaaagtaactaaaaalatatittactgtggeataacgtitagttiglgacaagctcactaat

TTTTTTATCG  CTGCCTTGAT

taggtagattgattitaaattatcacagtagtitgcaaagaagcataaatgttatatatactgcatatatatatgtattt

aticaggaatataiatitticattgggaaaacttitcaacagaaatggagtgtaaagtittictitgcgatagaacta

1-1A
aacacacaigalttcttgattaacaaaccactgcag

Figura §. Secuencia de la regién promotora de musculo y el exdn 1.Los
nucledtidos comespondientes a la regidn promotora y al exén 1 estan en letras
mayusculas y la secuenclg coirespondiente &l primer intron esta representada con letras
minasculas. La secuencia corespondiente al exdn 1 inicia en el sitio marcado como (+1)
que comesponde también al sitio de Inicio de (8 transcripcidn. La secuencia de los
gligonuclegtidos utilizados para amplificar esta region estd representados por letras
negrillas y €l nombre de cada oligonucledtide s¢ indica en la parte supenor de &ste.
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4.9.4. DETECCION DE MUTACIONES

4.9.4.1. Andlisis mediante polimorfismo conformacional de cadena
sencilla (SSCP, por fas siglas en inglés). E| andlisis de las mutaciones se
realizd mediante ef método de Orita y cols. (52), el cual es una de las metodologias
mas utilizadas para deteccion de mutaciones puntuales, y se estima que tiene una
sensibilidad de deteccion entre el 85 a 90%. Se basa en que, cambics en la
secuencia del DNA, inclusive de una sola base, resultan en alteracion de la estructura
conformacional de la hebra sencilla del DNA, comparada con aquella original (no
mutada). De esta manera, para el analisis de las mutaciones, se amplifican mediante
PCRs radioactivas, los fragmentos de DNA candidatos al analisis y los respectivos
controles normales, y estos productos de PCR se desnaturalizan para separar el DNA
en cadenas sencillas. Los cambios en la confonnaci;in del DNA, pueden ser
detectados y analizados mediante electroforesis en geles no desnaturalizantes de
poliacrilamida. Los patrones de bandas resultantes generados por los DNAs de los
afectados se comparan contra las bandas de los DNAs controles y finalmente,

cualquier banda anormal se secuencia para determinar el cambio.

Como tamizaje general, todas las muestras de afec¢tadas y sus controles
normales correspondientes se sometieron a un analisis individual por SSCP, de cada
uro da [os exones (del 2 al 10) del gen de la distrofing, utilizanda los mismos
aligonucledtidos descritos en la Tabla 5. Un juego adicional de oligonuciedtidos fue

diseriado para amplificar la regién que incluia el extremo 3' del intrén 8 y el exdn 9. De
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esta forma se generd un juego de oligonucledtidos que flanqueaban la secuencia

normal, la secuencia polimérfica y la mutada del exén 9 en la familia CMLX-1.

Para el analisis de SSCP, el producto de PCR necesita estar marcado
radicactivamente. Para esto, a la mezcla de reaccidn se le afiadié uno de los
nucledtidos marcadas con *?P. Cada reaccién de PCR consistio de: 100 ng. de DNAg
en un valumen final de 10 W de reaccién, fa cual contenia: Amortiguador de Ia
reaccion 1X, 1.5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 5 pM de cada oligonuciedtido, 0.1
uCi [a-¥PJdCTP, y 1.25 U de Tag DNA polimerasa. Los ciclos de amplificacion
consistieran de un cicla inicial de 2 min a 94° C, 30 ciclos que ¢consistian cada uno de.
30 sec. @ 92° L, 30 sec. a 60° C y 30 sec. @ 72° C, seguiddos de un ciclo final de

extension de 2 mina 72° C.

Después de la amplificacion, las muestras se desnaturalizaron agregando 40 !
de salucion de formamida {formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al
0.05% y xilencianol al 0.05%) y calentando a 85°C durante 10 min Las muestras se
transfirieron inmediatamente a 4°C. De cada una de Jas muestras, se cargaron 3.5 p
en un gel no desnaturaiizante de poliacriiamida:bisacrlamida (50:1) al 10% . Los
geles se carrieron en amartiguador TBE al 0.5% durante 18 h. a 8 W, en el cuarto fria.

El gel se secd y se expuso a la pelicula radiografica Kodak, durante toda la noche.

Para el andlisis del gel, se compararon las bandas resultantes de los controles
contra las bandas resultantes de los afectados. Las bandas con patrones diferentes

(anormales) de afectados y sus respectivos controles normales, se cartaron
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directamente de los geles de poliacrilamida secos. Estos se eluyeron en 100 ul de
agua destilada y se calentaron g 85° C por 30 min. Del DNA eluide, 10 wl fueron
utilizados como templado en una segunda PCR utilizando el mismo juege de
oligonucledtidos y condiciones que habian dado origen a las bandas de SSCP. Estos
ultimos productos de PCR se purificaron utilizando columnas Qiaquick (Qiagen) y 200

ng de cada producta se utilizaran para la reaccidn ciclica de secuenciacian.

4.9.4.2. Clonacién y Secuenciacion. Los productos de la PCR fueron

subclonados directamente en un vector-T (53) utilizando el estuche comercial “T-A
Cloning Vector". (Invitrogen, Ca). Los vectores-T son plasmidos utilizados para
clonacion, que tienen |a caracteristica de estar abiertos en uno de los sitios de
clonacion multiple con una enzima resticddn que deja terminaciones romas.
Posteriormente, a cada una de las puntas {del vector abierto en sus extremos 5y 3)
se les adiciona una cola de 2 a 4 bases de dTTP (cola de dTTPs). Estos veclores se
construyen para clanar productos de la PCR que han sido amplificados con la enzima
Tag DNA polimerasa, que portan en sus extremos colas de dATPs (de 2 a 4 residuas).
Aprovechando esta ventaja de las colas de A en los productos de PCR, ycolasde T
en los veclores, se facilita la clonacion mediante la unién de A-T entre el producto de
la PCR y el vector. Los plasmidos obtenidos de esta manera, conteniendo los
insertos de distrofina, se crecieron en farma convencional en medio LB en presencia
de ampicilina y se purificaron ¢con un estuche de mini-preparacién de DNA (Qiagen).
Estos DNAs se secuenciaran directamente utilizando los oligonucledtidos M13 y SP@
mediante la técnica de reaccién de PCR-ciclico. Esta técnica se realizd utilizando un

estuche comercial de Stratagene.
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Los productos resultantes de les reacciones de seguenciacion se camrieron en
geles desnaturalizantes de poli-acrilamida al 6%, en presencia de urea. Los geles se

secaron y expusieron a la pelicula radiografica durante toda la nache.

La secuenciacion automatizada se llevd a cabo en un secuenciador
automatizado ABI 370, La preparacion de fas muestras se realizd de la misma manera
que se describié anteriormente para la secuenciacion manual. Se utilizaron 200 ng de

DNA de plasmide en cada reacadn de secuenciacion.

4.9.5. ANALISIS DE PROTEINAS

4.9.5.1. Western-blot: Para estas pruebas se ulilizé tejido proveniente de

biopsias de musculo esquelético o cardiaco. Todas las biopsias fueron almacenadas

en nitrégeno liquido.

Para la preparacion de la muestra, aproximadamente 50 mg de tejido se
trituraron con un bistur sobre una caja de Petri desechable. El tejido macerada se
transfino a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se le afadieron 300 ul de solucién de
Laemmli (Trizma base 2.5 M, SDS 4%, Glicerol 50%, pH €.8). Esto se imezcld en un
vortex durante 10 min. Si [a muestra aun contenia fragmentos grandes de tejido, éstas
se homogeneizaron con un homogenizador eléctrica (Politrdn, Brickman)y
posteriormente se hirvieron @ 100°C durante 3 min, y finalmente se centnfugaron

durante §ina 12,000 rp.m.
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Apraximadamente 25 a 30 ul del sobrenadante se utilizd para cargar geles de
SDS- acrilamida al 8%. Tados los geles se comieron entre 50 a 80 V hasta que el
colorante del frente de comimiente alcanzd el fondo. Las proteinas se transfineron a
membranas de Nylon a 500 mA durante 18 h. a 15° C, utilizando amortiguador de
glicina sin metanol (Trisma base .25 M, Glicina 0.2 M), Después de la transferencia,
la membranga se bloqued con 5% de leche descremada en TBST (10 mM Tris-HCI, pH

8.0, 500 mM NaCl, 0.5% (vfv) Tween 20) durante 2 h. a temperatura ambiental.

Se utilizaron tres anticuerpos para la caracterizacion, un anticuerpo dirigido
contra (a region N-terminal, uno contra la parte central y un tercero dirigido cantra la
parte C-terminal de la proteina distrofina. Un cuarto anticuerpo anti-acting se utilizd
come cantrol interno del sistema para homogeneizar las cantidades de proteina en el
gel. Todos los anticuerpos fueron utilizados a una dilucién 1:1000 en solucion TBST y
leche descremada al 5%, durante 1 h. a temperatura ambiental. €l primer anticuerpo
se incubd durante 3 h a temperatura ambiental. Para eliminar €l exceso de anticuerpg,
tas membranas se lavaron con PBS IX tres veces durante 15 min. Después del lltimo
lavado, las membranas se incubaron 1 h. a temperatura ambiental con el anticuerpo
secundario, que es una IgG de conejo anti IgG de ratén, conjugado con fosfatasa
alcalina, El revelado se hizo con 10 mi de la mezcla de substratos cromogénicos: 66 ul
de nitro-azul de tetrasolio (NBT) al S0% y 33 ul de §' bromo-4’ cloro-indailfosfato

(BCIP) al 50%, diluidos en TBST en presencia de 30 mM MgClz.

4.9.5.2. Andlisis estructyral de la protelna. El analisis de la secuencia de
aminoacidos se llevo a caba ytilizando el pragrama MOSAIC (54 y 55). La prediccion

de las foomas a-hélice y B-plegada se realizo con un metodo de segmento orientado

46



Materiales y Métoday
Ardlisis molecular y caracterizaciin de la cordiomiopatia dilatada ligada al cromasoma X (CDLY)

disefado para localizar estructuras secundarias. Ademas, la hidrofobicidad y la
prediccion de la estructura plot se realizd utilizando el método de prediccidn de

Gamier-Osguthorpe-Robson (56 y 57).
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CAPITULOV

- RESULTADOS

§.1. Andlisis de ligamiento: Las familias COLX-3 y CDLX-1 habian sido previamente
analizadas y descritas (39). El analisis de ligamiento se realizd unicamente en la familia
CDLX2. La configuracién alélica de varios marcadores fue analizada utilizando las sondas
XJ1.1, XJ1.2, pERT 84-10, pERT 87-30 y Mae |ll. Todos los marcadores utilizados ya
habian sido praviamente lacalizadas en Ia banda Xp21, dentro del gen de la distrofina y
clasificados como diagndsticos para COLX en base a |0 descrito por Towbin y cols. (39). La
sonda XJ1.1 proporciond fnayor ligamiento con un LOD score de +2.9 2 una 8 =0, utilizando

ligamiento de 2 puntos.

€l analisis multipuntual utilizendo las sondas XJ1.1, XJ1.2 y pERT 84-10 demostrd un
LOD score combinado de +3.2. La sonda XJ1.1 esta localizada dentro de (a regidn ' del
gen de la distrofina, exactamente dentro de |a parte 5' del intrdn 7 del gen. La localizacion

de las sondas se mostré praviamente en |a Figura 3).

La Figura 7 muestra los resultados de |a autorradiografia del analisis tipo Southen;l de
DNAg de sujetos afectados, portadoras y controles, utilizanda la enzima de restriccion Taq |
y la sonda XJ1.1. En esta figura se observa como &l alelo mayor (banda de 3.8 kb) esta
presente en todos |os afectadas y portadoras, mientras que esta ausente en los sanos. Can
respecto al marcador pERT 84-30, éste no resultd informativo ain y utilizando vanas
enzimas como Hind lll y Bgi (I, como tafnpoco resultd informativo el polimorfismo Mae (Il que

se astudié por amplificacion de una region cercana al promotor de muisculo (Pm).
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5.2. Analisis del DNAg: Todos los patrones de bandas gbtenidos mediante el

analisis tipo Southem y la PCR-Multiplex fueron nomnales enm tados los sujelos
afectados, familiares y controles estudiados. No se encantrd ninguna delecion 0 bandas

de tamanios diferentes a los esperados.

Para el analisis de los promotores se amplificaron las tres regiones promotoras
(Pm, Pc y Pp) de la region § del gen, mediante PCR. Todos los productos
amplificados de afectados y controles mostraron bandas de amplificacion del tamaino
esperado, tanto en los afectados como en los controles. Los productos de PCR se

clonaron y se secuenciaron sin encontrarse ninguna anormalidad.

En cuanto al analisis individual de los exones de la region ' del gen, los
resultados mostraron amplicones normales en todos los afectados de las familias
CDLX2 y CDLX3 y en los controles, tanto en el producto de PCR directo, como en el
analisis por SSCP. Sin embargo, en la familia COLX-1 nunca fué posible amplificar en

ol afectado el fragmento correspondiante al exon 9 (Figura 8).

5.2.1. Familia COLX-1: En el andlisis individual de los exanes, con excepcidn
del exon 9 que no pudo ser amplificado en el afectado, todos los exones analizados
(2,3, 4,5 6,7, 8y 10) se amplificaron sin ningun problema. {a madre de este
paciente si presento la banda del tamano comespondiente y no se obseryd ninguna
diferencia en la intsnsidad de la banda amplificada cuando se compard con la de una

mujer normal.
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. Coma se desconocia la secuencia del intrdn 9 en si Banco de Genes (Gen Bank),
no se pudo disefar otro juego de iniciadores que cubrieran mas hacia la parte 5°del exon
{dentro dsl intrén 8) que pemmitiera ampliar la ventana de acceso al exdbn 9, y asi
determinar si la falta de producto se debia a alguna mutacion en el exdn o en &l sitio de

empalme.

En un intento de amplificar completos el intrén B y el intrén 9, se probaron diferentes
condiciones, tiempos de alineacidn, y la combinacion de los oligonucledtidos que se
habian utilizado en la amplificacion individual de los exanes. Con este objelivo, se
utilizaran combiinaciones de los iniciadores 85 y 9A para amplificar el intrén 8 y los
iniciadores 9S y 10A para amplificar el intrén 9 {(la combinacion de los primers y la
posicion de éslos se representan en 1a figura 8). Utilizando esta combinacién de
iniciadores, se logro (a ampiificacion del intran 8 en farma muy nitida, pero nunca se logré
la del intrén 9. El fragmento de PCR t;.orrespondiente al intrdn 8 mide aproximadamente

1500 pb y tue clonado y secuenciado completamente (Figura 9).

Curiosamente, cuando se comparé la secuencia obtenida del intron 8 entre el sujeta
afectado y un control normal, se encontrd que en las posiciones 1043 y 1045 del gen dél
afectada, habia cambios de ACG— GCA y estos cambios fueron reproducibles en tres
clonas diferentes obtenidas def producto de PCR clonado del paciente. La Figura 10
muestra la@ secuencia obtenida del intrén 8 y la ;secuencia y posicion de los

oligonucledtidos.
Para tratar da explicar estos cambios {mutaciones) encantrados en el exdén 9 y

confirmar si eran |a causa de g ausencia inicial de amplificacién del exdn 9, se disefid un

nuevo oligonucleotido (9b-S; GATCTGTTTTCTACCATGTTGG) con base a la secuencia
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secuencia ya obtenida del intrén 8 Este nuevo oligonucledtido se localiza mas
adentro del intrén 8 y fuera de la region supuestamente mutada del intrén 9, su

localizacion se muestra en la Figura 10

Cuando se utilizaron los iniciadores 9bS y 9A, se logro obtener producto
amplificado tanto en los controles normales como en los afectados y portadoras.
Esto significaba que este nuevo primer efectivamente flanqueaba el sitio del
cambio. Este juego de oligonucleétidos 8b-S/9A, se utilizo también para el analisis

por SSCP

OLIGONUCLEOTIDOS ——> 8S /%A 9S/10A

TEMPERATURA —> 55°C 58°C Ll 6

A S S

*MgChb—> M A B A B M A B

*Concentracion de MgCl;:
A=15mM
B=20mM

FIGURA 9. AMPLIFICACION DE LOS INTRONES 8 Y 9: Se muestran las condiciones
de MgCl; y temperatura y la combinacion de los oligonuciedtidos utilizados para la
amplificacion. La PCR correspondiente al intron 8 (8S/9A) muestra una banda nitida y mas
intensa, de aproximadamente 1,500 pb, cuando se utiliza MgCl, 2 1.5 mM y una
temperatura de alineamiento de 55° C. El fragmento correspondiente al intrén 9 nunca pudo
ser amplificado, ain utilizando otras condiciones de temperatura 6 MgCl:

N
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8S E—
gacattcqtqtaattgATGTT GATACCACCTATCCAGATAAGAAGTCCATTTTAATG

TACATCACATCACTCTTCCAAGTTTTGCCTCAACAAGTGAGCATTGAAGCCA

CCAGGAAGTGGAAATGTTGCCAAGGCCACAAGTGACTAAAGAAGAACATTTT

4— 8A
CAGTTACATCAAATGCACTATTCTCAACAGataaaqtatgtaaaggaca gotactaticaa

gatgttticigttttatatgcatittiaggtatiacgtgecacatatatatataacttatatpatatacacgtgtataatataca
agcctaatgtatgtatatgtacaaaaacagagacagactaaaccttitcaatttaaccctincnantttggntcnaigg
ttcaannttccattcaaaacatatitianaaatactaticataigtaccatatcataggaatatagaacataatatatfaa
atttccattgtgtaacacacaalgaaatgasaggcaaactiacgtacatattaaactctaaaatcticatcaactagaa
caaagagctagagaaagatiaaaggcaaatacagitittaatcattaaaaatactitaigacaatatgatgtacaaagt
cagattttgnttaticaggataacaatitngaaaatagaaaagtggtttaaaatatttcaaninaacaataangaaaaa
calgatgaaattcticgttacataaitglatagaatitagiggggtictcccatgacatiggetigticttictctcaacagty
ggtogtttagatgttttcctatgctitctcaggcacaaacaacagtgaagaaaccittagcaacattictgctgaatgtgt
ggapagctcttaggecaaactctetcactingctgagetageictgtattagetiatgaaattintagiccttiacettggg
attaagaaggaagttngcttatgggatgectgtitticcoggnttggngagtacccateecatataaatgntggagttgtg
ttactttgagatcctcatggetaaatagnaigcicatatcttcccagatcatttacteccececnacatgataataagtgeent
cattctgggagaaaaccaatttcggatatcatiatataigiitagtattaacatgatcteaccatticcatiaaigt tetgtit

Sh S —»
tctaccatgitqa gaagtagtcctttcgggttacttaiggttiticeccctcetcictaticcacicecccaaacecticte

98 —»
tcqcagATCACG GTCAGTCTAGCACAGGGATATGAGAGACTICTTCCCCTAAGC

CTCGATTCAAGAGCTATGCCTACACACAGGCTGCTTATGTCACCACCTCTGAAC
c

<4—9A
CCTCACAGatctgtcaacatttac

Figura 10. Secuencia nucleotidica del exdn 8, intrén 8 y exén 9.

Los exones se representan con letras mayisculas y los intrones con mindasculas. Las
letras en negritas y subrayadas indican la secuencia de los oligonucledtidos. El
oligonucledtido 9b-S comesponde al oligonuciedtido que se diseAd para la
caonfirmacion de 1a mutacién mediante el anilisis por SSCP.
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5.3. Resultados del andlisis por SSCP: Se realizd andlisis de SSCP a

todos los praductos de PCR de exones individuales, sin encontrar cambio alguno
cuando se compararon los afectados contra los controles nomales, excepto en el
caso del afectado de la familia CDLX-1 (que se describe detalladamente a
continuacion) en el que nunca se obtuvo el producto de PCR del exdn 9 y en el que Ia
mutacién se detectd después de secuenciar.el fragmento completo que comprendia sl

intrén 8 y el axén 9.

§.3.1. Famiila COLX-1: Una vez obtenida la secuencia normal de! Intrén 8,
ésta se ulilizd para disefiar un nuevo iniciador (9bS: S -TCTGTTITCTACCATGTTGG-3)
qué se localizara mas hacia adendro def intron (y fuera del exon 9), en un intento de
modificar los sitios a 19s que se unian los primers onginales y con (0s que ne se

obtenia ningun producto amplificado (Ver figura 10 para fa ubicacidén del primer 90S).

Finalmente cuando se utilizé este nuevo primer, logrd obtenerse producto
amplificado a partir del afectado de la familia CDLX-1. Una vez lograda la
amplificacién, se procedid a analizar dicho fragmento de amplificacion mediante

SSCP.

Para el analisis por SSCP, se amplificaron y se analizaron las muestras de los
afectados, madres portadoras y 100 sujetos normales, utilizando el par de
oligonucledtidas 9b-S/9A. Los resultados de SSCP mostraron patrones de bandas de
migracion diferente a fa de ios normales, y estos patrones se ilustran en la Figura 11.
Todas estas bandas se coriaran a partir del gel de poliacrilamida y se caracterizaron

mediante secuenciacion manual y automatizada (Figura 12).
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Las secuencias obtenidas a partir de las bandas de SSCP se analizaron
comparandolas con las secuencias obtenidas del Intron 8 y con las secuencias del exon 9
reportadas en el Gen-Bank (referencia No. X14298), identificandose que habia tres alelos
diferentes con cambios en la posicion 1043. En dicha posicion, un alelo presentaba el
codon ACG, que correspondia a la mayoria de las muestras y controles normales. Un
segundo patron que presentaba el codéon ACA, que correspondia a la sustitucion en la
tercera base (G1045A) y esta se encontro en sujetos normales y también en varios
miembros de las familias CDLX-1 y CDLX-3. Este cambio se presentt en mas del 10% de
los controles estudiados. Y curiosamente, los afectados y los controles que presentaron
este polimorfismo pertenecian a la raza negra y ninguno de los controles de raza blanca
lo presentd. Finalmente, el tercer alelo mostré |a secuencia GCA que correspondia a la

sustitucion en la primera base (A1043G) se encontrd unicamente en el sujeto afectado de

CDLX-1 y en las mujeres portadoras, de esta misma familia.

w o~
- - - o
L] o D D) 1
EION EENERAL RE BIJ
= 2 (&) (9} O

l€—Polimorfismo

Figura 11. Andlisis por SSCP. Se muestra patrén de bandas generado por las
siguientes muestras analizadas dos DNAs controles (normales) que presentan patron de
bandas semejante el afectado de la familia COLX-1 y el patron polimérfico que se detectd en
la familia COLX-3 Cada una de estas bandas fue cortada a partir del gel y analizada por
secuenciacion
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Polimérfico Mutado
G A T C G A T C
T

AQXHPPNXOHN>0

Exon® Intron 8
< ’ 5

I ! ‘ . | » . -
'\{\hl I{\ LA\ f 'd ) ‘\{\_J \\'XMs N \."C ) .‘.ﬁ‘.l’.ﬂ‘ﬂ'x;“.ﬁ

Figura 12. Resultados de |la secuenciacion de las bandas obtenidas
por SSCP. A) Secuenciacion manual B) Secuenciacion automatizada.
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El cambic on la primera base (A1043G) encontrada en el paciente de la familia
CDLX-1, origina un cambio de trecnina por alanina (@aminodcido 279, regién H1 de la
proteina) (Tabla 8). Debido a que este hallazge solo se presento en &l paciente y en la
madre y dos mujeres portadoras, se puede asumir que se trata de una mutacién con

repercusiones patoldgicas, y no de un polimorfismo.

RESULTADQ:; INTRON 3 EXON Y
lle Thr Val
Secuencia normal: ctcicgcag ATCACG GTC
lle Thr Val
Secuencia polimésfica: cictcgcag ATC ACA GTC
Nle Ala Val
Secuencia COLX-1: cictcgcag ATA GCA GTC

TABLA 8. Secuencias del exon 9 obtenidas de las bandas generadas por SSCP.

En el caso del polimorfisma, el cambic en la tlercera no genera cambio en €l amino-

dcido, mientras que en la secuencia abtenida del paciente COLX-1, el cambio del

nucledtidg si genera un cambio de una Threonina por Alanina. Con mindsculas se
representa la secuencia final del Intrén 8 y con mayusculas la secuencia inicial del

exin 9,

Para analizar la segregacion de la mutacion, se disefid un nuevo iniciador
(9c-S = GGATCCTCTCTCGCAGATGGCA), que inclula en su secuencia la
mutacion encontrada para COLX-1. Este se utilizé en combinacion con el
iniciadar 8A para amplificar las muestras de la familia CDLX-1 (Figura 13). En
esta figura se muestra la comparacion simultanea de dos reacciones distintas
de amplificacion, cuya diferencia consistié unicamente en la combinacién de los
oligonucledtidos utilizados. La amplificacidn selectiva de (8 mutacion {con los
iniciadores 9¢-S/3A) se observd unicamente en el individuo &fectado y en ias

mujeres portadoras de la familia CDLX-1 y no amojo resultados en sujetos

narmales.
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Figura 13 Analisis del exén 9 en CDLX-1. A). Se muestra la posicion
de los oligonucledtidos utilizados en la caracterizacion del Exon 9. EI A representa el
lugar de 1a mutacion en 1a familia COLX1. La ==b' representa el oligonucleétido
(9cS)que incluye la mutacion B). Muestra el analisis de 8 miembros de la familia
CDLX-1 (ver pedigri en Anexo 1), de un control normal y el control negativo de la
reaccion. La linea superior del gel muestra los productos de PCR obtenidos con los
oligonucledtidos 9S/8A. La linea inferior muestra los productos de la amplificacién con
los oligonucledtidos 9cS/9A. Ambos productos de PCR de 160 pb
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5.4. Resultados del analisis de los DNAc. El analisis del DNAc mediante

secuencias sobrepuestas que cubrrian los exones 2 al 14, se realizd a partir de RNA
obtenido de linfocitos en cultivo. En las familias CDLX -1 y CDLX -2 todos los fragmentos
fueron amplificados y los segmentos obtenidos fueron del tamaro esperado. La familia
CDLX-3 presento problemas para la amplificacion a partir de DNAc y éstos se describen a

continuacién

5.4.1. Familia CDLX-3: En el caso de la familia CDLX-3, el DNAC se logré amplificar
en todos los sujetos con excepcion ds! afectado, en el que nunca se logro abtener
ninguno de los fragmentos de DNAc. Si recardamos que a este paciente ya se le habian
anaiizado (a partir de ONA gendmica) todos los exanes {del 2-8) en forma independients,
y no habfa mostrado ninguna afteracidn, deducimos que los problemas de amplificacion
del DNAc se debian a algun mal manejo técnico de la muestra, mas que & alguna
mutacion per se. Como la expresion de distrofina en linfocitos comesponde
aproximadamente al 0.0001% de la expresion total en muasculo esquelético se repitieron
todas las amplificaciones, esta vez utilizanda DNAc obtenide a partir de biopsias de
musculo cardiaco, con |a finalidad de descartar problemas por vanabilidad de fos niveles
de expresion, especifica de tejidos. De igual modo, ningun producto de PCR pudo ser
amplificado a partir del DNAc de carazén del afectado, mientras que todas las muestras

incluidas como controles si presentaban producto de amplificacion.

Adicionalmente, se pl;cbaron diferentes combinaciones de inicladores (ejem: axones
132 exdn 4 a 10, exdn 2 a 13 elc)), y se ajustaron varias condiciones para PCRs largos
{mayores de 1000 pb) sospechando de que hubiera algun producto diferente, de tamafo
mayor al esperado, debida a un empalme altemativo que impidiera la obtancion de los

productos esperados, pero aun asi no se logrdé amplificacion en el afectado de CXLX-3.
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e Exon 1-10  Exon 51-58
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Figura 14: Analisis del DNAc: A) Amplificacién del exén 1 al 2 a partir de DNAc proveniente
de tejidc cardiaco. CDLX-3 no muestra producto amplificado. B) Amplificacion del los exones 1 a
10 y exones 51 a 58 Se observa la ausencia de amplificacion en COLX-3 para |os exones 1 a 10

Estos resultados con DNAc, no fueron congruentes con los obtenidos en las
amplificaciones de los exones individuales a partir de DNA gendmico (exones 2 al 10), en
los que el afectado y los familiares de la familia CDLX-3 se analizaron sin encontrar
alguna anormalidad. Ademas de que, en el caso del afectado de |la familia CDLX-3, la
amplificacion de la regidbn promotora habia sido exitosa cuando se utilizaron iniciadores

exclusivos para esta region y también cuando se utilizé un segundo juego de iniciadores

para la region promotora y el exon 1

De manera que si toda la region promotora hasta el exon 1 (Pm-exéon1 ) y los
exones 2 al 10 (incluyendo los sitios de empalme) habian sido analizados sin encontrarse

mutaciones, no habia ninguna explicacion para la ausencia de amplificacion en el
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mutaciones, no habia ninguna explicacidn para la ausencia de amplificacidn en el
afectado de CDLX-3, Por lo que para definir lo que estaba pasando, se realizaran nugvas
amplificaciones utilizando la misma fuente de DNAc (utilizado para amplificar los exones 1
al 2 y 4 a 10) y un juego adicional de oligonucledtidos que amplificaban los exones 51 a
58 (Tabla 7), localizados en la region 3° del gen, para determinar si estabamos frente a un
problema tecnico de amplificacion ¢ efectivamente 13 regién 5'no se estaba expresando.
Los resultados de la amplificacian de Ia regidn 3° se muestran en la figura 14, donde se
observa |a ausencia de amplificacién del exén 1y 2 y la presencia de amplificacidn para
el exon 51 al 58 en el afectado de CDLX-3, Estos resultados nos indicaron que

efectivamente existia un problema en la expresion de la region 5°del gen.

Las unicas regiones que na habfan sido incluidas en el analisis del DNAg fueron la
region de empalme del Exon1-intrén 1 y el resto de los intrones 2 al 10. Y coma las
amplificaciones del DNAc¢ eran negativas aun utilizando la combinacién de
oligonuciedtidos para Exdn 1- Exdn 2, entonces la pnimera region candidata de alguna
mutacién, responsable de la ausencia de amplificacion en el DNAc estaba dentro del
intrdn |. De manera que & partir de la secuencia reportada por Klamut y cols. (13) de la
regién promatora de musculo y parte del intron 1, se disefiaron dos nueves iniciadores
(11-1A y 11-24) anidados dentro del intrdn | y se realizaron las amplificaciones respectivas
(Figura 8). La PCR de esta ragién fue exitasa y los resultados de estas nuevas
amplificaciones utilizando la combinacién de oligonucladtidos: 11-1SM11-1A y 11-1S11-2A

5@ muestran en la figura 15.

Estos productos amplificados fueran clonados y analizadas por secuenciacion y los
resultados de la secuenciacion de los productos de PCR del intrdn 1 maostraron una
mutacion en el sitioc de empaime de la regién donadora del exdén 1. Esta mutacion origina

un cambio de G por T que altera el sitio universal de empalme, lo que seguramente
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€118 EN2S 1124 1-1A
Pm = = &
| EXON 1 27
——l - EXON2 |___
INTRON 1

B).

Marcador
CDLX-1
CDLX-2

CDLX-3

Marcador

CDLX-1

CDLX-2

CDLX-3

Oligonucleétidos:

500 pb < E1-18/11-1A
e - ey ‘._.

300 pb E1-15/11-2A

Figura 15. Amplificacion del Exén 1-Intron |: A). Se muestra la posicion de
oligonucledtides que se utilizaron en esta amplificacion. El oligonuclettido E1-28 se utilizé
posteriormente en el analisis de segregacion de la mutacion B).:Se muestran los resultados
de la amplificacion de 2 fragmentos que incluyen la region 3° del exén 1 y la regién 5'del
intron 1

genera una proteina completamente diferente al incluir al intrén 2 como parte de la
region codificante (Figura 16) Adicionalmente, en el analisis de la secuencia encontramos
que el cambio de G por T generaba un nuevo sitio de restriccion para la enzima Msel, que
no estaba presente en las muestras de los controles normales De manera que nos

sugeria que esta mutacion podia rastrearse mediante un simple analisis de restriccion

-
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Para esto se eligid un segmento de 110 pb que incluia parte del exon 1 y parte del
intrén 1, que contenia la mutacion (y el nuevo sitio de restriccion) que nos permitia hacer
el analisis de restriccion y obtener fragmentos de tamano detectables mediante geles de
agarosa (Figura 18). De esta manera, en la amplificacion se obtenian productos de 110
pb que al someterse al analisis de restriccion, generaban dos fragmentos de 50 y 60 pb,
detectables mediante geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio. Un analisis de
segregacion del sitio de restriccién producido por el corte con Mse | en la familia CDLX-3.
(Figura 16) demostré una perfecta correlacion de la enfermedad con el afectado o con el

estado de portadora obligada.

Exon Intrén
Secuencia normal: AAGTAGAGGACTGTT g taagtacaaa

v

Secuencia mutada: AAGTAGAGGACTGTT t_taagtacaaa

XLCM-3

Bav=s

229 110 pb

= 60pb

*Mse |

Figura 16. Analisis de restriccion del sitio de empalme de Exén1-Intrén 1 con la
enzima Mse | Se muestra la secuencia normal y Ia mutante y la posicion del cambio de G
por T en el sitio de empalme del exén 1, Las cuatro letras subrayadas, en la secuencia
mutante, muestran el sitio de corte con la enzima de restriccion Mse | En la figura se
muestra el analisis de la segregacion de la mutacion en la familia CDLX-3
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5.8, Andlisis de la proteina. £l andlisis de la proteina por Westm-blot para la

familia COLX-1 habia sido previamente realizados por Towbin y cols. No se logrd abtener
biopsias del efectado de la familia COLX-2, por lo que sola se analizaron muestras de

tejido provenientes del afectado de las familias CDLX-3.

La figura 17 muestra los resultadas dal Westem-blot cuanda se utilizé un anticuerpo
anti-actina. Este se realizd con (a finalidad de determinar si la concentracidn de proteina
de las muestras a analizar era homogénea, © si exista mucha variacion entre una
muestra y otra. Todas las muestras se procesaron al misme tiempo, bajo las mismas
condiciones. Los resultados mostraron homogeneidad en |a intensidad de las bandas
obtenidas con el anticuerpos Anti-actina. Cuandg se utilizd el anticuerpe anti Distrofina
contra 1a reqion N-terminal se observd que la muestra de! afectado en CDLX-3 no
presento niveles detectables de distrofina, En gel también Se ¢bservan algunas ofras
bandas que tienen meaccidn cruzada con el anticuerpo utilizado, como son las
correspondientes a las proteinas 156 DAG, 59 DAP y 50DAG (que pertenecen al
complejo de proteinas asociado a distrofina} y aunque en el paciente CDLX-3 no se
observa la banda de distrofina (Dys), si se observan las otras bandas de reaccian

compartida con el anticuerpo.

El gel ademas caontiene muestra de tres padientes con DMD en las que sa cbserva
también ausencia de Disirofina y en dos de ellos pueden observarse porteinas pequenas
de tamarios anormales. Los resuitados obtenidos para los otros anticuerpos (anti-regian
centrat y anti C-terminal} no se muestran porque no fueron concluyentes debide a que la
transferencia del gel a la membrana fue de mala calidad. Este experimento no se pudo

repetir par falta de material bioldgico.
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La prediccion del cambio en la estructura de |a proteina mutada se realizé
unicamente para la mutacién encontrada en el exon 9 debido que para la mutacion en
CDLX-3 no se contaba con alguna secuencia para la prediccion. Ya que la mutacian
localizada en el sitio de empalme de! exdén 1 y el exdn 2 predics la inclusidon del intrén 1
en la sintesis del transcrito primario y no requiere de ningan analisis predictivo de la

estructura de la proteina.

El anélisis de prediccion de cambio en la estructura, se llevad &8 cabo por el
programa computacional MOSAIC, por ef método de segmento orientado. Este programa
estd disefiado para localizar cambios de estructuras secundarias (a-hélice y/o p-plegada)

en los elementos.

La figura 18 muestra (0s resultados de este andlisis donde se compararon las
secuencias narmal y mutada de la proteina dande se muestra un cambia en |a estructura

secundana mutada que predice la desestabilizacién de |a proteina.
El anadlisis de la hidrofabicidad predijo que el cambio T279A induce un cambio en {a

polaridad en esta region critica de [a proteina debido a que treonina es un amino&cido

polar neutre y alanina £s un aminoacido no-polar.
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Figura 18. Prediccién grafica de la estructura de la proteina de
la distrofina mutante comparada con la distrofina normal. A,
distrofina normal y distrofina mutante (en el recuadro). Note el
cambio estructural entre los aminoacidos 250 y 300 (flecha), de esta
manera provocando un cambio en la estructura secuendaria. B, la
estructura de la distrofina idealizada. Un cambio en la estructura
debido a la mutacién T279A en H1 es mostrado. Se predice que este
cambio desestabiliza funcionalmente a la proteina.
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CAPITULO VI

DISCUSION

El término “distrofinopatias” es comunmente utilizado para describir diversos
desdrdenes alélicos que abarcan desde la DMD dasica hasta aquéllos casos
clinicamente silenciosos con niveles de CK-MM muy elevados. En este trabajo se
hace la caracterizacion de una nueva variante fenotipica, |a COLX, resuliante también
de mutacicnes en ¢l gen de la distrofina, pero con la caracteristica particular de que
los pacientes con COLX no manifiestan el dafo muscular como sucede en los

pacientes con DMD y DMB.

La hipdtesis que postulamaos es que ias mutaciones en el gen de Ja distrofing
en pacientes con COLX son diferentes a las encontradas en pacientes con DMD o
OMB. En este trabajo se realizd la caracterizacién molecular en lres familias con

CDLX y encontramas mutaciones en el gen de distrofina en dos de eilas.

Mutaciones encontradas en el gen de la distroflna;
En la familia CDLX-1, ia mutaaidn ocumid en el exén 9 como un cambio de
A—¥» G en la posicion 1043, localizado en el inicia de la region H1 de la distrofing. El

cambio d@ A-» G genera un cambio de aminoacido (Treonina —» Alanina) en la
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posicion 279, que resulta en un cambio en la polaridad en esta parte de la proteina.
La region H1 es una regién altamente conservada de la distrofina y estructuralmente

critica para su funcion (22,23 y 36). El resultado final 8s la conversion de un segmento
a-hélice a uno [-plegada de la regidn H1 localizada entre el dominio N-terminal y &l

dominio en barra de la proteina. Esta mutacion no fué encontrada en ninguna de las

otras dos familias (COLX-2 y CDLX-3) estudiadas.

Como se describid en |a intraduccidn, la distrofina es una proteina que consia
de 4 daominios, de las cudles, la region larga central esta formada por elementos
repetidos que predicen una conformacion de una triple-hélice. Koening y Kunkel (20 y
22) hicieron notar la importancia de la presencia de las cuatro regiones (M1 a H4) de
bisagras flexibles, (as cudles en posicianes precisas, dentro de una molécula tan
grande como es la distrofina, confieren [a fiexibilidad necesaria para su funcion de
soporte de la red de proteinas del citoesquelete. Es predecible que la flexibilidad de
esta proteina sea primordiaimente necesaria en el proceso de contraccion y
relajamiento de las fibras musculares. La mutacion identificada en la familia COLX-1
se encuentra en ol exdn 9, precisamente dentro de Ja primera de estas regiones de

bisagra (H1).

Se ha reportado que la distrofina tiene_difaranles funciones dentro del
citoesqueleto de la membrana. 1) estabiliza la membrana, 2) ayuda en la fuerza de
conduccion y 3) tiene funcidn especializada en fa organizacion. La funcion y
bioquimica de la membrana cardiaca y tubos T parece ser diferente de aquéllas del
musculo esquelético. Se ha demostrado que mutaciones en la troponina | tienan
efectos diferentes en estas fibras musculares, siendo mas evidentes en el misculo

cardiaco, y se ha especulado Gue esto es debido al trabajo continuo de las fibras
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cardiacas resultante del bombeo constante. Adicionalmente, se ha demostrado que la
regibn H1 de la distrofina tiene similitud significativa en secuencia a la de troponina |
en la regién Que capacita a las proteinas la funcién de unién a caicio y se ha

especulado que la distrofina une a la calmodulina en esta regidn.

Es muy probable que la alteracion de la estructura de bisagra de la distrofina
conduzca al desarrollo de la CDO, en parte debido a la inhabilidad de la proteina
mutada para realizar sus funciones estructurales y modular la interaccién con otras
proteinas y en parte debido a que las fibras del tejido cardiaco estan sometidas a un
trabajo constante a lo largo de toda la vida, por lo que el desgaste o ([a manifestacion
del dario se hace mds evidente en este tejido. De cualquer manera, el dafo de la
distrofina también se encuentra en el tejide muscular esquelstico y esto se evidencia
por los niveles €levados de CK-MM en los pacientes con COLX. Sin embargo, 10s
mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados hacen que el musculo

esquelético companse e! dafio presente.

La otra mulacion que se identificd en la familia CDLX-3 consisti® en una
mutacion en el sitio de empalme entre al exon 1 y 2. Iniciaimente, ninguna de las
prusbas (mediante Southem-blot, PCR-Multiplex, el andlisis de los promotores y su
respectivo exén 1 y el andlisis individual de exones) fueron diagnasticas para rastrear

este cambio. El analisis del DNAc fue el que dio la pauta & seguir en la

caracterizacién de la mutacion.

Esta mutacion origina un cambio de G por T alteranda precisamente la posicion
+1 del sitio donador del empalme. Ya que la G en la posicion +1 del sitioc 5' del

empalme es una posicion alamente conservada en eucariotes, esta mutacion genera
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sin lugar a duda, wun cambio que afecta (a maduracién nomnal del RNAm. La
destruccidn del sitio &' de empaime que da origen a la remocién del intrdn 2 que es
muy largo (mayor de 200 Kb), predice la produccion de un RNAm mutado
seguramente inestable. Dado el tamaiio del int6n 2, es probable que exista algun
sitio criptico de empalme alterativo a lo largo de éste, 10 cual no excluye que un RNAM

abemante pueda originarse, pero que sea de tamario no amgplificable par PCR.

Las dos mutaciones identificadas aqui difieren de las mutaciones reportadas por
Muntoni y cols. (21 y 58), por lo que se puede especular que &l fenatipo COLX resulta
de diversas mutacionas an el gen de distrofina, pero éstas estan locslizadas en una
regién 5cntica que afecta la expresion de Ia distrofina selectivamente en &l mas:culo

cardiaco.

Recientemente el grupo de Muntoni (58) reporté el andlisis de la expresidn de
las variantes de la distrofina (de musculo, cerebro y células de Purkinje) en un
paciente con CDLX e inferesantemente encontrd que en este paciente habia
compensacion de la sxpresidn de distrofina en masculoe esquelético, conducida por el
promotor de cerebre, mientras que en corazén no habia expresidn altemativa da las
otras dos isoformas. Estos resultados apoyan |a teoria de que los mecanismos que
conllevan al fenotipo COLX son diferentes a (os que se dan en pacientes con DMD 6
DMB, en los que se maneja la hipdtesis del rompimiento de marco de lectura de la
prateina (hipotesis del "frame-shift"), la cudl explica mas del 90% de las casos de

DCMD/DMB.

Nosotros especulamos que en los casos muy criticos, en donde la mutacién

en el gen de Ia distrofina confiere una expresion nula de la proteina, se activa el
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mecanismo compensatorio de la expresidon de distrofina dirigido por el promotor de
cerebro. Pero por alguna razén, este mecanismo compensatorio no se lleva a cabo
en el musculo cardiaco. En la mayoria de los casos de los pacientes con DMD y DMB
(aproximadamente el 85%), la mutacion en el gen de la disbofina genera proteinas de
tamantos diferentes o0 con funcién afterada, generando una situacion diferente a (a
gue ocume en CDLX, en la gue la produccion de distrofina esta completaments
abalida. Predecimos que en el caso de la mutacién del exdn 9, en una regién critica
que confiere fiexibilidad a la proteina, esteé cambic producs la desestabilizacion y
degradacion de ésta. Reiss y Rininsland (49) describieron un caso de empalme
altemmativo que elimina completamente el exdén 9. Estos autares encuentran que
aproximadamente e 50% de los transcritos estudiados en linfocitas de sangre
perifénca presentan este cambio, pero que no se observa en los transcritos
producidos en musculo esquelético ni cardiaco. Adicionaimente, cuanda se analiza la
secuencia del gen después de la delecidn completa del exdén 9, se observa que no
aexiste rompimiento en &l marco de lectura que altere la secuencia del RNAmM,
apoyando tambien el trabajo de Koening y cols. (50), en el que se reporian

mutaciones en €l exan 9 que resultan en fenotipo DMB.
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CAPITULOQ Vii

CONCLUSION

Podemos concluir que dependiende del tipo de mutacion presente en el gen
de la distrofina, se pueds inducir 0 no la expresign compensatoria de las iscformas de
distrofina, capaces de prevenir fa miopatia en los varones afectados.
Sampresivamenta, de acuerdo al trabajo de Muntoni (58), la transcripcion de estas
isoformas esta ausente en ¢! corazon donde inclusive s@ ha detectado en candiciones
normales y aunque en niveles muy bajos, la expresion de RNAm de la isoforma de
cerebro. Estos hallazgos son consistentes con el dafio cardiaco selectivo en estas
pacientes. Estas abservaciones sefalan la existencia de un mecanismo selectivo de
regulacian de la iniciaciin de la transcripcion de los diferentes promotores de la

distrofina en estos dos tejidos.

Finalmente, para recapitular scbre 10s resultados obtenidos podemos decir qus
se ostudiaron tres familias diagnosticadas clinicamente como COLX, De éstas, pudo
caractenzarse la mutacion solamente en dos de ellas. Una cansistid de una mutacian
en el exdn 9 que attera |a estructura secundana de la proteina y la segunda mutacion
fue una alteracion en el sitic de empalme del Exon 1 con el intrén que impide la
transcripcion comrecta de la proteina. La mutacidn en la familia COLX-2 no pudo ser
determinada. Una vez que esta mutacidn y otras provenientes de més familias con
CDLX sean caracterizadas, se conocera mas sobre los mecanismas de regulacion de

la expresién de distrofina en diferentes tejidos.
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of cardiac symptoms, Furthermore, the hvpothesis put forth
by Muntoni et al. that “the brain promoter is driving rela-
uvelv high levels of wranscription in skeletal muscle but not
in the heart” i1s not supported by our report,* which was
aited in their article. We demonstrated that the brain pro-
moter is capable of driving dystrophin transcription in the
human heart, perhaps more so than in skeletal muscie, a
finding that contradicts their statement. The lack of molecu-
lar data from cardiac tissue (i.e., endomyocardial-biopsy
specimens from an affected [amily member) makes it very
difficult o speculate how the muscle-promoter deletion in
the family Muntoni et al. studied might selectively affect
dystrophin function in the heart, or even whether it has such
an effect. Further investigation is required to uncover the
molecular mechanisms that disunguish cardiac-muscle from
skeletal-muscle dvsfunction in these families.

Rocer D. Bies, M.D.
University of Colorado

Denver, CO 80262 Health Sciences Center

I. Muntom F, Cau M, Gasau A, et al. Deletion of the dystrophin muscle-

promotet repion ssiociated with X.linked dilaed cardiomyopathy. N Eagl J

Med 1993:329:921.5.

Towbin JA, Hestmancik JF, Brink P, et al. X-linked dilated cardiomyopathy:

molecular genenc evidence of linkage 10 the Duchenne muscular dystrophy

(dysuopiun) gene at the Xp2! locus. Circulation 1993:87: 185465

3. Begps AH. Hoffman EP, Snvder JR. <t al. Exploring the molecular basis for
vanability among pavents with Beck lar dysorophy: dysTophin gene
and prowein studies. Am J Hum Genet 1991:49:54.6

4. Bies RD, Phelps SF, Comezr MD, Roberts R, Caskey CT, Chamberiain JS.
Human and munne dystophin MANA transcnpts are differentially expressed
durng skeleta) muscle, heart, wnd bruin development. Nucleic Acids Res
1992.20:1725-31.

"

To the Editer: 1 was disiurbed by the incorrect usage of
genetic terms in the text and Table | of the article by Mun-
toni et al. The affecred males (Subjects 11-1, 11-2. I1-5, and
11-8) are ladered “homozygous” for the deletion despite the
fact thut they are obviously hemizyvgous.® On the other
hand, tne carmer females (Subjects I-1, 1.5, I1-3, and [1-4)
are labeled “homozygous,™ although they are clearly hetero-
zvgous for the defect. The noncarner females (Subjects 1-+4
and [1-7) are described as “hemizvgous” when thev are in
fact homozygous for the normal allele.

Another term used in a questionable manner s “obligate
carriers,” which is used for all four carrier females in the
pedigree. This term can correctly be used to apply onlv 1o
subjects whose carrier status is obvious on the basis of pedi-
gree data: in this famiiv. only Subject 1-1 should be called an
obligate carmer. The other three (Subjects 1-3. [1-3. and 11-
4) are not obligate carmiers, since their carner status was
based on the molecular studies performed and not on pedi-
gree information.

Since reports of genetic studies are increasingly read by
nongeneticists, it is important to use correct terminology in
order to avoid confusion.

MarTix Rousicex, M.D.
Universidad Nacional

7600 Mar del Plata, Argentina de Mar del Plata

“King RC. Sansfieild WD. A dicuonary of gemencs. 4th ed New Yorx
Oaford Umvernicy Press, 1990142

To the Editor: Muntoni et al, recently described a family in
which a deletion in the muscle-promater and exon | regions
of dvstrophin was thought to be the cause of X-linked di-
lated cardiomyopathy. The authors evaluated the muscle

CORRESPONDENCE 369

promoter and exon | bv polvmerase-chain-reaction (PCR)
analysis of DNA extracted from blood and supported the
results with immunohistochemical studies of skeletal mus-
cle. No cardiac studies were performed. Unfortunacely, the
authors failed 10 refer 1o our report' in which two families
with X-linked dilated cardiomyopathy were clinically evalu-
ated, linkage to the 3’ portion of dystrophin was demon-
strated, and Western blot analvsis with V-terminal dystro-
phin anuserum showed low levels of cardiac dystrophin
protein and normal levels of skeletal-muscle protein. In ad-
divon, multiplex PCR including the muscle-promoter region
revealed no deletons.

We have now studied three families with X-linked dilated
cardiomvopathy, and in all subjects the muscle-promoter
and cxon | regions are intact. Using the same primers as
Muntoni et al.. including DYSMSB (which was deleted in
the family descriped ), we could not find any deletions in the
probands of our families (Fig. 1). Furthermore, extensive
sequencing of this region revealed no abnormalities. Also
unsupported is their hypothesis that selective deletion of the
muscle promoter leads to cardiomyopathy without skeletal
disease and that the brain promoter is selectively “driv-
mg . . . high levels of transcnption in skeletal muscle but
not in the heart.” A similar deletion. but without selective
cardiac disease (in fact, with no cardiac disease), has been
described.?? In addition, Bies et al.* demonstrated that the

123-kb ladder
Family 1
Subject llI-18,
Family 3
Subjecl IV-12,
Family 3
Subject 111-19,
Family 3

Subject IV-12,

Blank
DhX174

Figure 1. PCR Analysis of the Dystrophin Muscie-Promolter Mi-
crosatelite Locus DYSMSB in the Probands from Two Families
with X-Linked Dilated Cardiomyopathy (Subjects IV-12 and IV-12
in Families 1 anc 3). a Probable Camier Female (Subject III-18 in
Family 3). and a Normal Male (Subject Ili-19 in Family 3).
Note that in all subjects, the expected amplification product is
seen (iL.e.. no deletons occurred). The amplificahon products
were resolved on 1 percent agarose gel. The 123-kb ladder and
SX174 are size markers.
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brzin promoter 13 cxpable of driving dystrophin wwanscrip-
uon 1n the human heart at a level even greater than that seen
n skeletal muscle, directty contradicung, rather than sup-
porung, the results of Munzoni ¢ al,

We believe that the report of Muntoni et al. describes a
defect inconsistent with a cardiospecific abnormality and
that this defect has been prematurely Becepted as the cause
of N-linked dilated cardiomvapathy. Furtber careful clinical
and molecular study of cardiac tissue from pauents with
X-linked dilated cardiomvapathy is needed to clarify the
molecular mechamams that disdnguish cardiospecific dys-
function from the rvpical skelewal-muscle Gisease expecied
with dvstrophin defects.

JerrREy A. Towmis, M.D.
Rowio Ormiz-Lorez, M.S.
Houston, TX 77030 Baylor College of Medicine

1. Towdin JA, Hewmenck JF, Srek P. ot al, X-Unked dilaved carihomvops-
Wy tglecultr FERctiC eVidence o linkage 19 e Duchemee muxcylar O
lmphw {dysropnm) gene at O Xp2l locus. Carculanon (993:87.1854-

2 se,um Begps AH. Fesner €. Kuakel LM, Dytorophin is Gunseribed in
brain from 8 disam upswenm promowe. Proc Natl Acsd Sci U S A
1991:88:1776-50.

3. Beggs AH. Mofiman EP. Snyder JR, @ al. Explenng e motecular basis for
vanadilicy wnong panents with Becker muscular dyswophy dwmopiin pese
ad prosgan riudres. Am ) Hum Genet 1991:49:84-67.

4, Ries RD. Phelps SF. Comez MD. Roberts R, Caskey CT., Chambwrlain IS.
Rumar and purme dyrrophun mRNA rranscripes wre differenually expressed
dunnp sieeia) Muscle. beart. and brasd developuent. Nucleic acxds Res
199220 1725-31.

—_—

Dx. Murroni replies:

To the Editor. | am grateful 0 Dr. Roubicek for his com-
ment on the use of the term “obligate cammier.” With respect
to his comment an Table |, an error was incroduced during
the preparaton and editing of column §1. A revised version
1s shown,

The leuers of both Dr. Bies and Dr. Towbin and Mr.
Oruz-Lopez raise the 3ssue aof the genotypic or phenonypic
specinaity in our {amly (the report by Tawbin er al. ap-
peared onlv afte; the final version of our manuscripr was
accepred.. As we have already stated, the two previousiy
described patients with a muscle-promoter deletion but no
cardiac symptoms are voung (10 and 12 vears oid) and may

Table 1. Selected Laboralory Fmdings in Various Famity Members.*
e —— _—— — ___— _———— — — ——— ———

Feb. 3.

well be clinically asvmprosmauc.'? Ahermazvely, the g-. .
tion found in our family might encompass regulaiory -
quences not allecied in those bovs.

Ve inivally hypothesized that the briin promoter way
driving dysrophin transsnption in the skelewl muacle of
oyr patients. We have now found. after deailed quantitation
of the reverse-transcribed messenger RNA, that this is the
case (unpublished dsta). Because of the unavzilabiinty of
cardiac issue, we have not studied transcription in the hean
of the proband.

The work of Bies et al. shawed that the brain promoter is
not capable of drving dvstrophin wranscription in human
Purkinjc fibers or in the heart of the mouse.? The impor-
tance of the faint signal obtained from the heart in humans
is difficult 10 interpre( because no guanutation af ranscrip-
tion was atiempted* and the contributing role of contami-
naung smooth muscle was not established.

Regardless of the mechanism responsible for the dissocia-
tion berween the skeletal-muscle and cardizc-muscle in-
valvernent in out patients, their phenotype is undoubtediv
que 1o 2 dystrophin mutation, and this is what we empha-
sized. We proposed that biochemical and gemetic screening
for a dystraphinaparhy should be performed in all amilhes
with X-linked dilated cardiomvepathy. The observations af
Dr. Towbin and Mr. Orz-Lopez and thase of Dr. Eies
confirm chat this recammendartion s vailid.

Itis likely that mare chan one mutadon will be found in
this group of patients. as 1s the case lor bath Duchenne’s and
Becker's muscular dvscrophies. However, most reports of
the families with this disease fincluding one lralian family
[Angelini C: personal communicadon) ang seven Japanese
families [Takeda $: persunz] communication]) in which 2
proper biochemical evaluation was perfarmed reveated skel-
etal-muycle dystrophin of normal maleculzr weight al-
though in Jower than normal levels, swrongly reinforcing the
view that mutations in regulatory regians of the gene are
Likeiv w be implicated in this phenotype.

Francesco Muxtora, M.D.
London, W12 ONN. Roval Postgraduate
Lnited Kingdom: Medical Schaoal

1. Bovce P4, Begps AH, Feener €, Kunke! ML, Dysmophun i manctibed m
brain from & dinen upsoewn promowm. Proc Nad Aced Sci U S A
1991.:88:1276-30.

1. Beggu AM, Hofiman EP, Smvoer JR, ot 81, Ex-
plarmng the molecular dasis (o varishiline amang
pauerns with Becker muscular dysorophy. dymre-
plun peut and proeso swdies. Am J Ham Genet
1991 :89:84-67.
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Abstract

Dilated cardiomyopathy, which is characterized by ventricular dilatation and reduced systolic function, is the most common
form of primary myocardial disease and the leading indication for cardiac transplantation. Although the majotity of cases are
described as idiopathic, a significant number are identified as being acquired due to an inflammatory 1espanse, and 20-30%
are familial. Molecular biologic methods have been increasingly used during the past decade 10 attempt 10 beuter characierize
the underlying etiology and pathogenetic mechanisms leading to both acquired and genetic forms of dilated cardiomyopathy.
The aim of this chapter is o describe recent developments in the understanding of the inherited forms of this disease. This
chapter will first describe the clinical aspects of dilated cardiomyopathy befare gutlining the progress currently being made in

the genetic forms of dilated cardiomyopatty.

Keywords: Dilated cardiomyopathy; Familial dilsted cardiomyopathy: Moleaular cardiology; Gene mapping: Inherited

cardiomyopathy

1. Introduction

The purpose of this review is ta describe the cur-
reat clinical and molccular genetic understanding of
dilated cardiomyopathy. Rapid progress is expected in
the next 1-2 years and therefore, this review should
provide background for future discoveries.

2. Clinical aspects of dilated cardiomyopathy

Dilated cardiomyopzthy (IDCM), a significant cause
of morbidity and mortatity, is chamcterized by im-
paired ventricular systolic function and abnormal di-
astolic function, usually associated with left ventricu-
lar or biventricular dilatation [1-3] Children com-
monly present with signs and symptoms of congestive
beart failure, including dyspaca, exercise intolerance,
decreased appetite, and in some children, vomiting.

*Corresponding author, Tel: +1 711 M87342 fax +1 713
7983085,

Ventricular tachycardia, syncope, and sudden cardiac
death are relatively frequent occurrences as well. The
5-year survival of patients with dilated cardiomyopa-
thy is poor, commuonly belicved to be < 50% ([1-3]
Physical examination findings usually include a dis-
placed apical impulse conzsistent with cardiomegaly, a
gallop rhythm, and evidence of mitral regurgitation.
Oocasionally, the beart sounds are mufiied due to
pericardial effusion. The lungs of alder children and
adolescents commonly have rales, aithough this find-
ing is rare in neonates and infants unless pacumonitis
or pocumouia co-cxists. HMHepatomegaly is usually
identified at all agey. Peripheral edema iz variable,
but when seen, usually is rotable in adolescents.

The diagnosis of DCM s usually confirmed on
chest radiograph, which demonstrates cardicmegaly
and increased pulmonary vascular markings, and by
echocardiegraphy [1-3). Two-dimensional echocardio-
graphy clearly demonstrates reduced veatricular sys-
talic functicn and ventricular dilatation (Fig. 1). In
many pateuts, left atrial dilatation s notable, Pericar-

1058-9813,/96/315.00 € 1996 Elvevier Science lreland Lid, All rights reszjved
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Fig. 1. Two-dimensional echocardiogram of a child with dilated cardiomyopathy. Note the large, dilated left ventricle with bulging of the
interventricular septum into the right ventricular chamber, In real-time, the left ventricular function is severely depressed,

dial cffusions may also be identified. Doppler and
color Doppler interrogation demonstrates atrioven-
tricular regurgitation when it is present and may allow
for prediction of right ventricular pressure using tri-
cuspid regurgitation and the Bernoulli equation.

A small minority of patients present with predomi-
nant right heart failure, ventricular tachycardia, and
sudden cardiac death. This disease, most commonly
termed arthythmogenic right ventricular dysplasia
(ARVD) [4], is usually associated with good exercise
tolerance. On electrocardiogram, inverted T-waves in
the right precordial leads, late potentials, ventricular
tachycardia with left bundle branch block, and ven-
tricular fibrillation may be seen. Endomyocardial
biopsy or autopsy examination generally reveals car-
diomegaly, thinning and fatty infiltration of the right
ventricle. The left ventricle is usually spared.

The prevalence of DCM has been estimated to be
approximately 40 cases per 100000 population and
most cases are believed to be sporadic [2,5,6) There
are numerous causes of DCM (Table 1), but in most
cases the underlying etiology goes unrecognized and
the cause is considered idiopathic [7].

3. Clinical genetic aspects of dilated cardiomyopathy

Familial dilated cardiomyopathy (FDCM) was ini-
tially considered to be a rare and distinct entity,
causing an estimated 6-9% of cases of DCM based
on retrospective studies (3,8,9]. However, Michels and
colleagues [10] prospectively analyzed (physical exami-
nation and echocardiography) 315 relatives of 59 in-
dex patients with so-called idiopathic DCM, demon-
strating that approximately 20% of the index patients

had familial disease, an estimate much higher than
previously reported. Interestingly, only 5% of individ-
uals in these familics had suspected hereditary dis-
casc based on family history alone. In addition, sev-
eral clinically healthy individuals (9%) were found to
have ventricular dilatation without dysfunction. This
relatively high incidence of FDCM has been con-
firmed by several investigators including Keeling et al.
[11]. Indeed, these authors suggested an even higher
incidence, at least 25-30%.

3.1. Autosomal dominant inheritance

The most common inherited form of FDCM is
characterized by an autosomal dominant pattern of
transmission with age-related penetrance (12,13] Au-
tosomal dominant inheritance is characterized by dis-
case appearance in multiple generations, equal occur-
rence in both sexes, the presence of male-to-male
transmission, and a 50% chance of expression in
offspring of an affected parent (Fig. 2). It most com-
monly presents in the second or third decade of life;
presentation in carly childhood occurs less commonly
and may be particularly scvere. In the usual situation,
patients with autosomal dominant DCM present with
‘pure’ DCM. However, a few familics have been re-
ported that present with conduction abnormalities
initially, followed by DCM (typically one to two
decades after the onset of conduction disturbance).
The largest of these families, initially described by
Graber et al. [14], was a six-gencration family (at lcast
30 affected individuals). Sudden death occurred in 5%
of individuals. A second family, described by Green-
lee and colleagues [15], had remarkably similar symp-
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Table 1
Cyuses of dilated cardiomyopathy

A. Familial dilated cardiomyopathy
Familial dilated cardiomyopathy, autosomal
dominant (AD)
Famalial dilsted cardiomyapathy. autosomal
recessnee (AR)
Cardioskedetal mygpathy, X-linked Barth
syndroane (XR)
X-linked cardiomyapathy (XLCM)
Endocardiial fibroelastosis (EFE) (XR)
B Heredefsmmilial disorders
Muscular dystrophies,/myopathies
« Ducivenne / Becker muscular dystrophy (XR)
« Emery-Dreifuss musculas dystrophy (XR)
« Steimert myotonic dysiraphy (AD)
« Erb lumb-girdle (Scapulchumeral)
muscular dystrophy (AR)
Kugelberg-Welander gpinal muscular atropy
Nemaline myopathy (AD. AR)
Myotublar myopathy (AD, AR, XR)
Roussy-Levy polyncuropathy (AD)
C. Mitochomdrial
Keamns-Sayre syndrome
MELAS
NADH-Coenzyme Q reductase deficiency
MERRF
D. Geoeral system disesses
Connective tissye disgrders
Systemic lupus erythematosis
Juveaile rheumatod anthritis
Polyarteitis nodasa
Kawasaki disease
Progressive systemic sckerosis
Polymyositis
E. Sensitivity / Toxic Reactions
Sulphoazmides
Pemicillan
Anthracydtines
Chloramphenicol
Alcoholic cardiomyopathy
Arsenic
Cocaine
Lithivm
Cobalt
Lead
F. Tachymrrhthouas
Supraventricular tachycatdia
Alnial Sutter
Atrial ectopic tachycardia
Ventricular tachycardia
G. Fatty scid oxigation
Camitine deficieacy (AR)
Long-chain-acyl-CoA dehydrogenase (LCAD) deficency
(AR}
Medium-chain-acyl-CoA dchydrogenase (MCAD)
de figiency (AR)
H Infections Myocarditis
Yiral
® Adengvirug
o Coxsackie B
o Caxsackic A
e Echu
e Mumps
e Rubclla
o Parvovivus B19

Tabie | (Contnued)

Bacterial
# Diphtheria
=« Mcningoooceal
» Preumoocoocal
» Gonooocal
Protozoal
= American Irypanosomiasis (chagas)
» Toxgplasmosis
Rickettgal
» Rocky mountain spotting fever
Spirochetal
o Lyme disease
Fungal
e Candidissis
» Aspergiliosis
1. Metabalic
Endocrine
» Thyrotoxicosis
u Hypothyroidism
= Diabetic Cardiomyopathy
« Hypoglycernia
« Pheachromocytoma
« Ncuroblastoma
» Catecholamine cardionmyopathy
Familia) storage disease
o Glycozen storage dissase (AR)
» GSD1V {Anderscn's)
= GSDV (McArdlc’s)
Mucopolysaccharidoses
» Sanfillipo syndrome
w» Marquia’s syrdrome
« Maroteaux-lamy syndrome
Sphingolipidases
o Niemann-pick desases
» Farber’s discase
o Caucher’s discasc (AR)
@ Tay-Sach's disease (AR)
« Sandhoff's disease (AR)
» GM1 Gangliosidosis (AR)
® Refsum's discase (AR)
Nutritooal deficienry /mectabolic
« Kwashiorkor (protein)
o Beci-bent (thiamiae)
@ Schenium deficiency (kershan)
» B-Kelolase deficicncy
« Hypenaurinuna
« Hypocakemia
» Hypoposphatenua
o Hypokalemsa
» Uremia
4. Qber
Histiocytosis X
Hemolytic-Uremic syndrome
Reye’s syndrome
Perrpatum cardionmyopathy
Osteogencsis impeafesta (AD, AR)
Hereditary hemochromatasis (AR)

Legend: AD. avtosomal dominant mhentance; AR, autosomal ce-
cessive itheritance; XR, X-linked recessive mhentance

toms and patura] history. Another form of autosomal
dominant DCM, arthythmogenic right ventricular dys-
plasia (ARVD), typically demonstrates incomplete
penctrance [4].
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Fig. 2 Inheritanoe pattcros as demonstrated by pedigeees with
sutosomz! recossive, autosomal dormunant, X-linked, and mitochoe-
drial tranamission of disease.

3.2 Autosomal recessive inherttance

Autosomal recessive forms of DCM have aiso been
described (12,16] In these (amitics, one-fourth of off-
spring become affected, equal involvement of sexes is
seen (Fig 2), and preseace of heterozygous carriers
can be identificd; most cases arc seenm in families
whero inbreeding has occurred (i.e. consanguimity)
{131 This type of nherited DCM is wacommoa.

3.3, X-linked inheritance

X-linked forms of FDCM have also beem recog-
nized. Berko and Swift [17] reported a five-generation
kindred with a sex-linked dilated cardiomyopathy
(XLCM) in which no mak-to-male transmission oc-
curred, early-opset and rapid course in men was seen,
and ater and milder onset oocucred in females, con-
sistent with heterozygosity (Fig. 2). No skeletal muscle
disease, normal mitochandria, and normal
biochcmistrics except for an clcvated muscle isoform
of creatine kinase (CK-MM) was reporied. The af-
fected males preseated ia their teens or early 205 with
clinical evidence of mitral regurgitadon, heart failuge,
and echocardiographic evidence of DCM. Episodes of
ventricular tachycardia were ooted in ¥everal patients.
The males progressed ragidly (within 1 or 2 years) to
death gr transplantation. Manifesting female cacriers
developed mild symptoms of heart failure and evi-
dence of cardiomyapathy in the fourth or fifth decade
and progressed slowly. Right ventneular endomyocar-
dial biopsy in affected males revealed minimal inter-
stitial fibrasis, while posimortem examination demon-
strated marked ventnicular dilatation, widespread
patchy fibrosis worst in the posterior wall, and normal
mitochondria on electron microscopy. Similar clinical
and pathologic findings have been reporied in other
familics.

A second X-linked form of DCM, called Barth
syndrome or X-linked cardioskeletal myopathy [18), is
characterized by dilated cardiomyopathy with endo-

cardial fibroelastosis (EFE), neutropcaia, skeletal ory-
apathy, abnormal mitochondria, growth retardation,
and increased lovels of urinary 3-methylglutaconic
acid and 2-ethyl-hydracrylic acid [13} Laectic acidemia
not provoked by prolonged fasting and decreased
plasma and muscle carnitinc concentrations are also
secn. The affected maics are usually severely affected,
preseat in early infancy in severe heart failure, and
succumb in infancy or early childhood from cardiac
decompensation or septicemia. Ultrastructural abnor-
malitics in mitochondria from beart and skeletal mus-
cle, as well as in neutrophil bone marrow oclls are
also typically seen. Mitochondrial respiratory chain
abnormalitics are alsa typically found. A number of
families have been described.

i.4. Mitochondnial inheritance

Fiaally, mitochondrial inheritance has been identi-
fied in FDCM (13,16]). Transmission of the diseasc is
from the mother o ber offspring {(Le. matemal inherni-
tance) aud all offspring are at risk to develop the
disease (Fig. 2). Clinical severity is based on hetero-
plasmy-that is, the percent of abnormal mitochondria
mixcd in with normal mitochondria. The higher the
percentage of abnormal mitochondria, the more se-
vere the disease, Many of these patients have associ-
ated probiems inciuding metabolic instability, meatal
retardation, and other end-organ aboommalites (ie.
skeletal disease, liver disease, eic.).

4. Molecular aspects of familial dilated
cardiomyopathy

4.1. Awosomal dominant dilated cardiomyopathy

4.1.1. Ausosornal dominant dilated cardiomyopatky with
conduction disnurbance

The large six-geoeration family presemting with
conduction defects and subsequeat development of
DCM rcported by Graber et al. [14] in 1986, was
recently studied by Kass et al. (19]. In this family, the
affected patients preseated in the second or third
decade with transient arrhythmias which became sus-
tained and commoumplace by the third or fourth
decade. The abnormal rhythms included second- ar
third-degree atrioventricular block, amial fibrillation,
or marked bradycardia with heart rates less than SO
beats /min. Pacemaker therapy was required in many
of these patients. DCM usually develaped in the
fourth or fifth decade and was generally out of pro-
portion of the sevetity of the rhythm disturbance.
Sudden death occwred in the late stages of the dis-
sase in several family members. On autopsy, marked
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Gene Mapping for Dilated Cardiomyopathy (DCM)
Pure DCM (Autosomal Dominant)

Gene Mapping for Dilated Cardiomyopathy (DCM)

Fig. 3. Gene mapping for autosomal dominant dilated cardiomy-
opathy with conduction defects. Chromosome 1pl-1q] linkage was
identified by Kass ¢t al. [19] and chromosome 3p25-3p22 linkage
was recently defined by Olson and Keating [20] in an unrelated
family. The genes have not yet been identified.

right and left ventricular dilatation, interstitial fibro-
sis, myocytc degencration characterized by cyto-
plasmic vacuolization, and AV nodal cells replaced by
fibrous tissue was notable. No coronary artery disease
occursed. Kass et al. mapped the gene in this family
to 1pl-1ql (Fig. 3) but the gene and its characteristics
have remained elusive [19] Connexin 40, a gene en-
coding a protein that forms gap junctions, was mapped
to lcen-1q12 and this was speculated to be a candi-
date gene. However, this gene has not been found to
contain disease-causing mutations. A similar family
was also described by Greenlee et al. [15] Genetic
heterogeneity was recently found by Olson and Keat-
ing [20] when they mapped the locus for the family
described by Greenlee et al. [15] to the 3p25-3p22
region (Fig. 3), The gene has not been identified,

4.1.2. "Pure’ autosomal dominant dilated cardiomyopathy

In 1995, the discovery of gene locations for FDCM
in families with ‘pure” DCM was reported. Krajinovic
et al. [21] provided evidence for linkage to 9q13-q22
(Fig. 4) in three families with this disorder (Fig. 4).
Durand et al [22] studied a large family with this
disorder and found linkage to 1q32. Although no
genes were identified by either research group, they
speculated on the possible involvement of structural
proteins. Schultz and colleagues [23) reported genetic
heterogeneity, demonstrating exclusion of linkage to
chromosome 1 and 9. None of the genes have thus far
been identified.

4.1.3. Autosomal dominant arrhythmogenic right
ventricular dysplasia

Familial clusters of ARVD have been reported,
demonstrating autosomal dominant inheritance, in-

Fig. 4. Gene mapping for autosomal dominantly inherited ‘pure’
dilated i thy. Chromosome 1932 [22] and chromosome
9q13-9q22 [21) have thus far been identified as disease-causing loci.
Neither gene has been discovered at present.

complete penetrance, and a wide spectrum of clinical
heterogeneity. Rampazzo et al. [24] mapped the loca-
tion of the gene responsible for this discase in two
families to 14q23-14g24, and to 1q42-g43 in another
family [25). More recently, a third locus was identified
by Severini ct al. [26) to be on 14q12-g22 in three
families. The genes for ARVD have not been identi-
fied.

4.2. X-Linked dilated cardiomyopathy (XLCM)

Towbin et al. [27] demonstrated linkage of XLCM
to the dystrophin locus at Xp21 (Fig. 5) in the family
described by Berko and Swift, [17] as well as in a
second family. The tightest linkage occurred in the 5
portion of this gene locus, which is known to cause
Duchenne (DMD) and Becker muscular
(BMD). No deletions were found. Evaluation of the
protein defect in XLCM using antiserum against total
cardiac protein showed absence (or low abundance)
of the N-terminal dystrophin protein (Fig. 6); C-termi-
nal antiserum demonstrated normal staining of car-
diac dystrophin, while rod region antisera had abnor-
mally reduced staining, Skeletal muscle total protein
was normal using N-terminal, C-terminal, and rod
region dystrophin antibody. The 156 kDa dystrophin-
associated glycoprotein, a constituent of the dys-
trophin-associated glycoprotein complex, was de-
creased in abundance in cardiac tissue from all af-
fected individuals as well [28]. Evaluation of the RNA
transcript from heart was also consistent with low
abundance message using the most 5' dystrophin
cDNA probe; 3' cDNA probes produced a band with
normal intensity. This has subsequently been con-
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Gene Mapping for Dilated Cardiomyopathy (DCM)
DCM with Skeletal Findings (X-Linked)

Fig. 5. X-linked dilated cardiomyopathy gene mapping 1o Xq28 [40]

in Barth syndrome (left panel) and Xp21 [27] in XLCM (right
panel) is shown in this illustration. The gene for XLCM has been
shown to be dystrophin.

firmed. No intragenic deletions were found using mul-
tiplex PCR analysis of the 14 common regions of
dystrophin in which deletions are seen. This approach
climinated 98% of the usual portions of the dys-
trophin in which deletions have been reported.

The dystrophin gene was first localized to the short
arm of the X chromosome by inheritance patterns,
linkage analysis, and cytogenetically detectable de-
fects in the region of the X chromosome in DMD
patients. The Xp21 band in the mid-portion of the
short arm was pinpointed as the site of the D
gene locus, cloned fragments of DNA from this re-
gion were used as probes in skeletal muscle to find
the mRNA transcribed, and sequence data from the
RNA transcript provided the information needed to
determine the amino acid sequence of the protein
dystrophin. Mutations in the dystrophin gene may
cause either low level production of a non-functional
protein or complete absence of dystrophin in the

A

heart and skeletal muscle of affected patients. The
dystrophin genc is amongst the largest genes discov-
ered thus far, comprising approximately 2.5 Mb and
transcribing a 14 kb mRNA molecule [29]. The gene is
normally expressed in striated and smooth muscle, as
well as in brain. In muscle tissue, the 427 kDa dys-
trophin protein [30] has been localized to the cyto-
plasmic surface of the sarcolemma and is believed to
be a cytoskeletal protein that is associated with sev-
eral integral membrane glycoproteins. This glycopro-
tein /dystrophin complex [31] may be involved in the
regulation of intracellular calcium since dystrophin-
deficient muscle has abnormally high levels of intra-
cellular calcium and increased calcium channel leak
activity has been observed at the cell membrane. This
complex appears to be involved in the production of
the cardiomyopathic phenotype [32,33].

The dystrophin mRNA transcripts in muscle and
brain tissue have sequence differences. The mRNA
transcript is alternatively spliced to encode multiple
isoforms of the dystrophin protein in a developmen-
tal- and tissue-specific manner. Several of these iso-
forms appear to be unique for the heart; this post-
transcriptional modification may result in a functional
diversity for the dystrophin protein. Recently, human
cardiac purkinje fibers have been shown to express
dystrophin isoforms [34] and it is speculated that this
may be important in the development of cardiac ar-
rhythmias in this disorder.

DMD, also known as pseudohypertrophic muscular
dystrophy, is the most common and most devastating
of the human muscular dystrophies. This disease af-
fects approximately 1 in 3500 males born, 1/3 of
which results from new mutations. Typically, no obvi-
ous clinical manifestations are exhibited until 18
months of age when proximal muscle weakness is first

i 1
i 1
g3 g

Fig. 6. Westemn blot analysis of cardiac dystrophin in XLCM. (A) N-terminal dystrophin antibody immunoblotied against cardiac protein from
patients with XLCM, dilated cardiomyopathy (DCM), hypertrophic cardiomyopathy (HCM), Duchenne muscular dystrophy (DMD), muscular
dystrophy mouse (mdx mouse), and normal mouse. The 427 kDa dystrophin protein band is normal in all lanes except the mdx mouse and
DMD patient, in whom no band is seen. (B) N-terminal dystrophin antibody immunoblotting against cardiac protein obtained from the same
paticnts shown in pancl A demonstrates low abundance or non-staining of dystrophin in patients with XLCM, as well as the mdx mouse. This
is consistent with a cardiac dystrophin mutation in the 5’ portion of the gene which codes for the N-terminal portion of the protein,
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observed [13). The children usually display delayed
onset of walking, frequently after 18 months of age.
Progressive muscle wasting and loss of muscle
strength, generally beginning between ages 3 and 6
years, usually leaves affected boys requiring
wheelchairs by 11 years of age and resuits in early
death, typically by age 30 years. While death is gener-
ally related to respiratory failure, cardiac failure is
common. The cardiac' abpormality is most typically
DCM, with the posterobasal left ventricle most com-
monly affected. The age of onset of the cardiomyopa-
thy varies and may be associated with cardiac ar-
rhythmias. Female carriers occasionally manifest clin-
ical discase, but typically this is milder and has later
onset than affected males. Histologically, most skele-
tal muscle groups demonstrate widespread, but focal,
depeneration and regeneration of individuval muscle
fibers. High concentrations of muscle-specific en-
zymes may be prescat in the serum of female carriers
and affected males before the clinical onset of dis-
ease. This has been used clinically as an adjunct to
diagnosis; the muscle isoform of creatine kinase (CK-
MM) is most commonly measured and is elevated in a
substantial percentage of patients. However, false
negative results are common.

BMD is a less severe form of X-linked muscle
wasting disorder which is similar to DMD, In general,
BMD is more benign and less common than DMD,
occurring approximately 10% as frequently as DMD.
Clinically, BMD has later onset and slower progres-
sion of muscle weakness. Cardiac disease, in the form
of DCM, may occur, but is aiso less frequent and
typically less severe than that secn in DMD. However,
there are occasional patients who demonstrate mod-
erate to severe cardiomyopathy requiring cardiac
transplantation. Genetically, the BMD-causing gene
is also located at Xp21, and represents a different
mautatioa of the same gene (dystrophin) causing DMD,
i.e. it is allelic with DMD. As is the case with DMD,
more than 30% of paticnts with BMD have no family
history of the disease, an indication that they repre-
scnt spontancous mutations. The phenotypic differ-
ence between DMD and BMD patients has been
speculated to be due to frameshift mutations leading
to more severe disease (DMD) [35).

Muntoni et al. [36] described a mutation in a family
with an X-linked dilated cardiomyopathy and mild
skeletal disease. In this family, a deletion in the
muscle promoter (P,) and exon 1 (E1) was found.
These authors subsequently outlined a potential
mechanism for cardie-specific disease in XLCM [37].
They suggested that the brain promoter (Pg), which
usually is not active in skeletal muscle, becomes quite
active and hence protects the skeletal muscle from
becoming clinically abnormal. Although the authors
suggested this mutation to be the common disease-

causing mutation in patients with XL.CM, it remained
unclear why previously reported patients with this
same mutation and evidence of mild muscular dystro-
phy, had no evidence of heart disease. Only mild
skeletal muscle symptoms were reported in these
paticnts. Yoshida et al. [38] has reported two patients
with exon 1 deletions alone in whom dilated car-
diomyopathy was seen, however. Towbin and Ortiz-
Lopez [39] showed that the threc families evaluated in
their laboratory using the same primers as Muntoni et
al. had mormal muscle promoter and exon 1 se-
quences. Other mutations in the remaining families
are expected to further define the mechanisms of
cardio-specific dysfunction.

4.2.1. Barth syndrome

Molecular mapping of the locus for Barth syn-
drome has demonstrated linkage to Xq28 [40], the
distal portion of the long arm of the X chromosome
(Fig. 5). The causative genc has not been found thus
far, although two disorders, Emety-Dreifuss muscular
dystrophy {EDMD) and X-linked myotubular myopa-
thy, both have clinical overlap and map to this region.
It is possible that Barth syndrome and EDMD are
related, in a manner similar to that noted for XL.CM
and DMD /BMD.

EDMD is a rare disease characterized by contrac-
tures and severe cardiac manifestations including
complete heart block requiring pacemaker implanta-
tion early in adolescence, and DCM. EDMD carriers
are also at risk to show cardiac abpormalities and
sudden death, but ftypically do not have significant
skeletal disease. Since the gene responsible for EDMD
is now known to be emern [41], a serine-rich 254
amino acid protein with uncertain function, analysis
of familics with Barth syndrome for emerin mutations
should soon be reported.

4.3. Mitochondrial dilated cardiomyopathy

Mitochondria are cytoplasmic organelles responsi-
ble for energy production in all cells. Energy in the
form of ATP is generated by a series of complicated
enzyme processed that together are called oxidative
phosphorylation. Oxidative phosphorylation involves
five enzyme complexes assembled from polypeptides
coded by mitochondrial and nuclear DNA.

The human mitochondrial genome is a small (16 569
bp) circular DNA molecule that is maternally inker-
ited. (42] Mitochandrial DNA (mtDNA) encodes 13 of
the 69 proteins required for oxidative metabolism, 22
transfer RNAs (tRNAs) and 2 ribosomal RNAs
(rRNAs) required for their translation. Since mtDNA
has much less redundancy than the nuclear genome
(in which essentially identical information is received
from both parents), and tRNAs and rRNAs are pre-
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sent in multiple copies, the mitochondrial geoome is
an cxcellent target for mutations giving risc to human
disease, In fact, the rate of mtDNA mutation s csti-
mated to be 10~20 times higher than that of auclear
DNA [43] Mitochoudria enjoy a symbiotic relation-
ship with the cell, but mtDNA replicates indepen-
dently of the nuclear geoome. These subcellular ur-
ganclics are dependent oo nucleocytoplasmic mecha-
nisms for most structural componsats, but do cow-
tribute vital peptides that are ceatral to cellular respi-
ration. Mitochondrie contain a permesblke outer
membrane and 8 highly restrictive inner membrane
that guards the chemical micro-eavironment of the
mgtrik compartmeat. Adaptive mechanisms exist for
the passage of large and small molecules across the
inner meabrage. Translocases shuttle monocar-
boxylic acids, amino acids, acyl-carnitine conjugates,
small ions, and other metabolites m and qut of the
mitochondrial matrix. Energy is required for importa-
trom af proteins into the mitochondna since the nu-
clear gene-synthesized mitochondrial proteins are
precursor molecules that require presequence cleav-
age. The 13 mtDNA genes are lgcated in the respira-
tory chain and include seven Complex I subunits,
(ND1, 2, 3, 4L, 4, §, and 6); 1 Complex I1 subumit
(cytochrome b); 3 Complex IV subunits (COI, II, [IT);
and 2 Complex V subonits (ATPase 6 and 8). Co-
ordination must exist between nuclear and mitochon-
drial genomes to permit azsembly of the complex
haloenzymes. Each csll contains numerous mitochan-
dria and each mitochondria contains multiple copies
of mtDNA. This genetic material derives exclusively
from the female gamete and any mutation must be
passed from female parent to all progeny, male and
female. Mitochondria are randomly distnibuted to
daughter cells during cell division so that there is
often a heterogeneous population of normal and mu-
tant penomes within a given cell. Replicative segrega-
tion occurs when there are mtDNA molecules with
different nucleatide sequences within a ccll. The nor-
mal state for humans & bomoplasmy (i.e. all mtDNA
molecules have the same nucleotide sequence), but in
disease states, at least two different mtDNA sc-
quences are seen within the cells, During cell division,
the diffcrent types of mtDNA are randomly dis-
tributed to daughter cells, This partitioning of mtDNA
molecules i8 called replicative segregation. The
replicative  segregation of mutant mtDNA copies
within the cell determines whether this biological
disadvantage is expressed. In most mitochondrial dis-
orders, paticnts carry a mix of mutant and normal
mitochondria-a condition known as heteroplasmy, with
the propartions varying from tissue-to-tissue and indi-
vidual-to-individual within a pedigree, in a manner
corrclating with severity of phenotype. Clinica) mani-
festations devclop when the number of mutant

mtDNA molecules causes a decrease i the produc-
tion of ATP to a level icss than the threshold required
by the tissue for normal fuaction. Replicative scgrega-
tivn may produce drumatically differcnt quantities of
mtDNA wutation within differeat tissues so a single
organ may be more affected than others.

Mitochondrial discascs often produce disturbances
of brain and wmuscle function, presumably because
these two crgans are so metabolically active, and
thercfore the metabolic demand is high during growth
and development. Cardiac discase is most commonly
seca with respiratory chain defects [44]. Ragged red
fibers are present in muscle biopsy specimeas almost
invariably when the molecular defect imvolves mtDNAL
[45] These defects represent the genetics of ATP
productios. The diverse clinical syndromes associated
with various respiratory chain complexes are thought
te resultfrom iovolvement of tissue-specific isoforms
in some cases, involvement of tissue-nonspecific (gen-
ecalized) subuaits in ather cases, and the residual
enzyme activity in affected tissues. The cardiac dis-
cascs scen assacuated with mitochondrial defects in-
clude both hypertrophic cardiomyapsthy (HCM) and
DCM. No theory has thus far been advanced to
explsin the cause of these phenotypically different
cardiac abnormalities. It is possible, bowever, chat the
dilated form occurs after an initial bypertrophic re-
sponsc (i.e. i a ‘burnt-gut’ dilated form of HCM).

Mitochandrial DNA mutations fall into three cate-
gorics: delctions, duplications, and point mutationa
All three types of mutations have significant cardiac
manifestations [42-46],

§. Respiratory chain abnormalities

5.1. Complex I deficiency

Approximately 60 cases have been described, ap-
proximately 20 af these represeating the myapathic
syndrome, and 40 cascs represeuting the en-
cephalomyapathic syndrome. The latter includes: (1} a
fatal infantile disorder with iovolvemeot of brain,
muscle, and beart; (2) 8 milder version of above, with
clinical manifestations later in childhood or carly
adulthood; and (3) MELAS syndrome with Mitochon-
drial myopathy, Eocephalopathy, Lactic Acidosis, and
Stroke-likc episodes thought secomdary to NADH
Co(QQ reductase abmormalitica. Treatment of these dis-
orders is limited. Riboflavin, succinate supplements
(since the metabolite enters the respiratory chain at
Complex IT), ubiquanonre and idebanone bave been
recommeaded for therapy in paticats with MELAS A
mitochondriai mutation was initially described in a
paticnt with MELAS and fatal infantile cardiomyopa-
thy: this mutation was shown to be duec to sa A e G
transition in mitochondria! DNA of the isoleucine
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tRNA gene. Analysis of enzyme activities and subu-
nits in the heart revealed combined defects of Com-
plex I and Complex IV of the respiratory chain,
Similar mutations have subscquently been described.

3.2 Complex IlI defects

This results in a oryopathic or wulti-systemic dis-
arder. Cardiomyopathy has been found both alone or
in conjunction with skeletal myopathy. Encephalomy-
opathy also presents with retinopathy, ataxia, spastic-
ity, dementia, weakness, sensorineural hearing loss,
and exercisc intalerance.

35.3. Complex IV defects

This abnormality is similar clinically to Complex [
defects. The mitachondrial geaome encades for three
subunits of cytochrome C oxidase, which represcats
the terminal portion of the respiratory chain and
catalyzes cooversion of molecular axygen to water. A
benign reversible infantile myopathy which normal-
izes by early childhood may occur, or 2 fatal infantile
myopathy manifested by profound wezkness, hypoto-
nia, respiratory insufficiency, and death. This may
occur alooe, or in associativn with severe regal tubu-
lar dysfuncton or cardiomyopatby with red ragged
fibers.

5.4. Keamns-Sayre syndrome (KSS)

This mitochondrial myopathy is chavacterized by
ptosis, chronic progressive external ophthalmoplegia,
abnormal rctinal pigmentation, and cardiac ¢onduc-
tion defects, as well as DCM. Approximately 20% of
KSS§ patients have cardiac involvement and, of these,
the majority usually have couduction defects causing
progressive heart block. These patients generally have
large heterogensous deletions in the mtDNA, Other
mutations have also been described,

3.3. MERRF syndrome

This syndrome is characterized by Myoclonic
Epilepsy with Ragged Red Muscle Fibers and is caused
by a single pucleotide substitution in tRNAMYS which
apparcotly interferes with mitochondrial translation.
Shoffncr et al. [45] showed an A to G tramsition
mutation as the cause of the discase associated with
defects in Complexes 1 and IV. This aboormality
causes decline in ATP-generating capacily, with anset
of disease that includes cardiomyopathy. Other re-
ports have outlined various disease-causing muta-
tions.

3.6, Hypoxemia, mtDNA damage, and cerdiac disease

Since cardiac tssue relies on mitochondrial oxida-

tive phosphorylation for energy productiom, it has
becn believed that deficiency of portions of this sy=-
tem or its end-product can cause cardiac abnormali-
tics. Hypoxemia has been showo t0 increase oxygen
radical producton, which results in elevated mtDNA
damage and altered oxidative phosphorylation geme
expression. In addition, these enzymes have been
shown to decline with age while miDNA deletuons
increase with age, especially deletion at mucleotide
4977 bp. Corral-Debriuski et al [47] hypothesized that
ischemic hearts would be likely to have increased
chances of mtDNA deletion due to this effect of
bypoxemiz and, using PCR amplification across the
deletion breakpoint of the common mtDNA®'" dele-
tion showed mtDINA damage was imcreased in chyymi-
cally ischemic hearts, as well as in sowe hrarts with
other forms of chronic cardiac dic-ase (ie. DCM,
HCM). It is possible that oxidative phosphorylatioa
gene induction may be part of a general response to
chromnic cardiac failure. Other reports bave supported
this view. In addition, there is some support that
endomyocardial bigpsies should be performed in
paticnts with HCM or DCM to increase the likeli-
hood of detecting mitochondrial abnormalities.

6. Inborn ervors of metabolism causing
cardiomyopathy

Mitochoudrial S-oxidation of fatty acids is the main
source of encrgy for the heart [16]. Inborn ermors of
myocardial fatty acid oxidation bave been increasingly
recoguized as important causes of inherited cardiomy-
apathy, skeletal myopathy, metabolic disturbances,
and sudden cardiac death in childhood during the
past decade (16]. Most cellulag farcy acid oxidation
occurs via the mjtochondnal B-oxidation pathway and
inbotn defects of the eazymes ar transpost pro-
teins of this pathway are common causes of inherited
metabolic discases (estimated imcidence
1,/10000-1/15000 live births). Defects involving oxi-
dation of long chain fatty acids are more likely to
cause cardiomyopatby thaa those involving
metabolism of medium-chain or short-chain fatty
acids. Cardiomyopathy may result from defects in
carnitine transport into cells, camitine-acylcarnitine
shuttling, or fatty acid oxidation enzymea.

All kngwn inboru errors of fatty acid oxidation are
autosomal recessive disorders. The molecular basis of
several of these are known; these are described below,

6.1, Medium chain acyl-Cad dehydrogenuse (MCAD)
deficiency

This disorder, first described in 1982, appears to be
the most common inborn error of fatty acid oxidation,
estimated to occur in one per 6000-10000 live Cau-
casian births. It is characterized by recurrent episodes
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of illocss, provoked by fasting > 12 b, with the first
episode peperally occurning between 6-24 mooths of
life. The most common symptoms include vomiting
and scvere lethargy that can progress (0 coma, as well
as the leys striking symptous of muscle weakness and
exercise intolerance. Hypoglycemia is often present
between episodes, when patients appear aormal. Hep-
atomegaly and DCM are also seen. Liver biopsy can
show marked fatty infiltrate ranging from predomi-
nantly microvesicular g 2 macrovesicular pattern. This
autosomal recessive disorder has recently been local-
ized to chromosome 1p3l. Human axl rat MCAD
c¢DNAs have been cloned and sequenced, as has the
entice human MCAD genc. The coding regica is 1263
bp and encodes a precursor protein containing 42!
amino acids. Ao A to G gucleotide replacement at
position 985 of MCAD cDNA appears to be the most
prevaleot mutation responsible for MCAD deficiency;
a 13 bp tandem repeat imsertion at position 999 has
also been reported, as have other rare mutations (48]
The common A to G 985 mutation appears ta be due
ta a founder effect.

6.2 Long chain acy! CaA dehydrogenase (LCAD)
deficiency / very long chain acyl-CaA defydrogenase
(VLCAD) deficiency

This disorder was first described in 1985 and clini-
cally manifests with recurrent cpisodes of coma,
vomiting, and bypaglycemia triggered by fasting. Some
patients have much more severc illness with notable
involvemeat of cardiac amd skeletal muscle. Bath
DCM and HCM have been seen [16) Like MCAD,
LCAD paticuts have secondary carmitine /deficiency
and their fasting urine organic acid profile is aboor-
mal, with low ketones and increased levels of dicar-
boxytic acids. The LLCAD gene was identificd bot
unlike rnany of the patients with MCAD deficiency,
no mutations or abnarmal immunorcactive proteing
were identified. In 1992, 1zai <t al. (49] and Uchida et
al. (50] showed that in addition to the well known
g-oxidation enzymes in the mitochondrial matrix,
there are two additional membrane-bound enzymes of
B-oxidation. One of thesc has been called ‘very-long-
chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD), while the
other is known as a ‘trifunctonal protein.” This aew
understanding of the mitochondrial B-oxidation path-
way has led t¢ a new understandiag of the disordey
thought to be due to LCAD deficiency, but now
thought to be VLCAD deficiency.

L-carpitine s a small, water-soluble molecule con-
taining scven carbon atoms, which i cxcreted in the
unnoe in the free state or estecified to various acyl-

conjugates. Carmitine & important m the shutting of
loog-chain fatty acwds and activated acetate across the
inner mitochondrial membrane. A specific translocase
facilitates this exchange of long-chain acylcarpiting
and scetylcaroitine. Carmitine also serves as the shut-
tle for the end-producs of peroxisomal farty acid
oxidation and for a-keto-scids derived {rum branch
chain amino acids. These metabolites are transferred
into the mitochondrial mauix for terminal oxidation.

Primary caruitine deficdency syndrome is charactes-
ized by a profound decrease in camitine in affected
tissues and plasma The mechanism underlying the
primary disorder i defective transport of carnitine
from the plasma into cells and defective traansport
across kidney tubules resulting in urinary {oss of car-
nitine [51]. Secondary disorders are characterized by
less striking decreases in total or frec scrum carnitine
and an mcrease in esterified. free ratio. The sec-
ondary forms are more heterogencous and inciude
underlying genctically determined metabolic errors,
diverse acquired discase, and iatrogeaic factors such
as drug administration,

The primary form (transport defect) of carnitine
deficiency demonstrates multiple tissues affected, in-
cluding muscle, liver, heart, and plasma, Patents pre-
sent in infancy or early childhood with episodes of
hypoglycemia, hyperammonemia, hepatomegaly, mus-
cle weakness and congestive heart Eailure. Therapy
indudes oral carnitine, usually reversing the car-
diomyapathy [S2] Once the gene iocus and diochemi-
cal defect are further clhucidated, gene therapy may
become a useful endeavor for these patients.

7. Conclusion

In summary, the underlying causes of dilated car-
diomyopathy are currently an arca of investigation
using molecular technology. In the years leading up to
the 21st century, many of these causes are likely to be
identified. This information is expected ¢t improve
the ability to diagnose paticats pre-symptomatically,
as well as epable development of more specific thera-
pics.
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Evidence for a Dystrophin Missense Mutation as a
Cause of X-Linked Dilated Cardiomyopathy

Rocio Oxtiz-Lopez, MS; Hua Li, PhD; Jason Su, DO; Veronica Goytia, BS; Jefirey A. Towbin, MD

Bockground  X-linked dilated cardiomyopathy (XILCM) has
previously besm shown 10 be due to mutacions in the dysmophin
gene, which iy located at Xp21. Mutations in tie 5° portdon of the
gene, including the muscle promoter, exon [, aud the exon l—introg
| splice sits, have been reported previcusty. The purpose of this
study was to analyze the onginally described famuly with XLCM
(and others) for dystrophin mutations,

Metkods and Results  Palymicrase chain reaction (PCR) was
used fo amplify genumic DNA, and reverse-transcripiase PCR
amplified cDNA frora RNA obtained from hewt and |ymphoblas-
wid cell lines. Primers to the muscle promoter, brain promoter, and
Purkinje cell promater were designed, in addition 10 the ¢xon | @0
exon 14 regions of dystrophun. Single-strand conformation poly-
merpluam analysis was used for mutation dotection, and DNA

sequencing defined the mutation. Protein modeling was usced for
amino ad md secondary stnuicture analysis. A missense mutation
in cxon 9 at nucleotide 1043 was identified that cavscs an alanine to
be substituted for threunine, a highly conserved amino acid, af posi-
tion 279 (T279A). This mutalion results in a change in polarity in
the cvolutionarily conserved first hinge region (H1) of the protein
acd sybstitytion of a §-sheet for a-belix in this pordon of the pro-
tein, destabilizing the protein.

Canclusions A oovel missense mutatioa is exon 9 of dys-
trophin causing an aboormality at H1 leads to the cardiospeaific
phenotype of XLCM. (Circulation. 1997;95:2434-2440.)

Key Words « cardiomyopathy = genstics = dysuophin

¢ mutation

primary rayocardial divease, is a major cause of
morbidity and mortality and a leading wndication
for cardiac trapsplantation.!?? Approximately 20% to
30% of all cases of DCM are inherited,*~ with autosomal
dominat transmission being most commeon; autosomal
recessive, X-linked, and mitochondrial inberitance pat-
terus have also been described 7
XLCM is a severe and rapidly progressive myocardial dis-
ease that affects young men in their teens or early twenkies.®
Typically, affected males present with severe congestive
heart failure that resules in death or carliac wansplantation
within 1 t0 2 ycars of diagnosis. Clinically, XI.CM appears
to be identical to other causes of DCM except for its X-
linked transmission®®® and elevated serur CK-MM without
evidence of climical skeletal myopathy. Female carciers with
XLCM may manifest symptoms later in life, usually in the
fifth decade, but the disease is muld and progresses slowly.
Molecular genctic liukage to the 5" end of the dys-
trophin gene at Xp21 was previously reported by Towbia
et al.¥ In uddition, N-termional dystrophin amtibody
against cardiac tissuc protein cxtracts showed decrcased
abundance (or absence) of dystruphin, whereas C-tecrmi-
nal antibody immunoblots were normal.’ Dystrophin
antibody agaiast the rod domsin also demoustrated low

Dilated cardiomyopathy, the most common form of
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abundance of protein.'® Immunoblots using N-terminal,
C-terminal, and rod domaio dystrophin antibodies
againat skeletal muscle protein demoanstrated normal
dystrophin, however.> !

Seep 2344

The dystrophio gene, which causcs DMD and the
milder altelic form, BMD, is the largest gene identified in
humans thus far, covering >2.5 Mb sud having 79
exons.'"t? The corresponding 14-kb dystrophin mRNA is
expressed predominantly in skeletal, cardiac, aod smooth
muscle, although lower levels also appear in braia. Tran-
scription of dysteophin in different tissues is regulated
from either the Py,'>!® which is active predominantly in
neuronal cells; the Py, '® which is active in differentiated
myogenic cells and glial vells; and the Pp,'"% which is
active in cerebellum. The resultant protein, dys-
trophin,’?!? is a 427-kD protein localized to the cytoplas-
mic face of the sarcolemnma, colocalizing with f-spectrin
and vioculin at the sarcolemma.® The C-terminal region
of dystrophin is bound to the protoplasmic half of the
plasmalemma. Thus, dystrophin forms an (ntricate part of
the muscle cytoskelelon and may function to link the nor-
mal contractile apparatus to the sarcolemma. Io skeletal
and cardiac mus<le, the C-terminal domain is bound 10 &
large oligomeric glycoprotein complex of six navel pro-
teins localized to the sarcolemma®'?*; the N-terminus
attaches to actin.

In DMD, the levels of all members of the oligomeric
glycaprotein complex are reduced.? [n BMD, however,
there i5s only a general mild reduction in these proteins, X
ft is believed that dystrophin localizes or stabilizes this
oligomeric protein complex.?’ Without dystrophin, the
complex is unable to organize properly, and conse-
guently the linkage between the extracellular matrix and
sarcolemma is disrupted.?




Selected Abbreviations and Acrosyras

BMD = Becker muscular dystrophy
C-Herminal = carboxy-terininal
CK-MM = creatine kinase muacle isoforms
DCM = dilated cardiomyepathy
DMD = Ducheuns muscular dysirophy
El =exonl
HIl w First hinge region
Il = intvon |
N-terminal = aminc-terminal
Pn = byarn prROwmoler
PCR = palyuwrase chain reactiog
Py = muscle promotet
Pp s Purkinje-ccll promoter
RT = revarsc-trunzAtiptase
SSCP = single-strand coaformation polyraorptusm
XM = X-linked dulated cardiomyopathy

Muntani et al?° reparted a deletion withia the Py and
EJ of dystrophin in a family with DCM, X-finked inheri-
tance, and mild abnormalities of skeletal muscle histol-
ogy and dystrophin immunchistochemical staining. They
showed this mutation to be the cause of disease io this
family and speculated that this deletion was the responsi-
ble mutation in all patients with XLCM. More recently,
these authors®?! alse confirmed the dystrophin protein
findings of Towbin et al.*'® Holder et al*? described a
mudation in the muscle promoter that potentially affects
cardiac-specific regulatory sequeaces and therefore could
selectively cause DCM without significant skeletal
myopaihy. This mutation is quite un¢ammon in BMD and
DMD patients screened for dystrophin deletions,’® how-
ever. Since previous reports of Py-El mutations in other
unrelated patients were usually associated only with mild
skeletal muscle disease without cardiac disease,!3-¢
doubt arose that this mutation was the only mutation
leading to XLCM. In fact, only the patieat reported by
Yoshida et ¢l with an El deletion and normal Py had
DCM. In addition, Towbin and Ortiz-Lopez’¢ reported on
three families with documented XLCM in whom Py-El
was normal. More recently, Milasin ¢t al’? reported a
point mutativa in the 5 splice site of dystcophia E1-11
boundacy causiag XLCM clinically and abolishing
expression of dyswophin in cardiac tissue. Therefore,
XLCM appears to be due to various different mutations
in the Jyscophin geae. Ig this rcpart, we describe a novel
missense mutation in the 3° end of dystrophin in the onig-
inally described family with XLCM,?® and we also pro-
vide further data that suggest that there is allelic hetero-
geneity for XLCM, because two other families with
XLCM studied bere have none of the reported dyzatrophin
mutations.

Methods
Families and Linkage Aunalysis

Clinical evaluation and linkage analysis of the three familics
(XLCM-1, XLCM-2, and XLCM-3) wece previausly
described 9

Control Individuals
Cue twadved unrelated and gnaffected mdividuals (S0 male, 50
female; 50 black and 50 whits), as determained by hustocy, physical
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cxamination, and cchocardiagraphy, were analyzed, Afia
informed consent was obtained. bload for lymphoblastaid cell line
immortalization’® was ohtained.

Procedures

RT-PCR. RNA wgy prepared from lymphoblastoid ccll
Lines™ or cardiac trssuc as previously described.® Briefly, 2 pg
of total RNA was reverse transcribed o a 20-pL reaction with §
Mg of randum hexsmner primers (Gibco-BRL) and 100 U murine
Moloaey leukemia virus RT a¢ 37°C in the buffer provided by
the supplier (Gibca-BRL). Of the RT reaction, 2 (L was used
for each PCR reaction in 25 UL of L.5 mmol/L MgCl;. 67
mmol/L Tris-HCI (pH $.¥), 16.6 ovmol/LL ammanium sulfate,
0.01% Tween-20, 200 pmol/L, of each ANTP, 25 pmol of each
primer, and 1 U Tag DNA polymerase (Promega). PCR condi-
tions included 94°C for 3 minutes, 30 cycles of 92°C for |
minute, S8°C for 1 minute, 72°C for | minute, and a fingl extea-
sion of 72°C for § minutes. The PCR products were visualized
on 2% agarase gel. The primers used for the amplification of the
first 14 exons of dystrophin cDNA were derived from the
reported dystrophin sequence!!; primers used for RT-PCR were
exon 1F, 5'-TGGGAACAAGTAGAGGACTGTTATG-3", exon SR,
§"-TTIGACCTGCCAGTGGAGGAT-3"; exou 4F, 3°-GCA
CTGCGGGTTITTGCAGAA-3": e¢xon TR, S-GAATGC
ATTCCAGTCGTTGTGT-3: cxon 6F, $-TGAATUCTCTC
ATCCAGTCATAG-3"; exon I0R, S5'-CTCTCCATCA
ATGAACTGCC-3; caun 1OF, 5'-CATTACAAGCACAAG
GAGAG-1; and exon 13R, 5-CAGTTGCGTGATCTCCACTA
GATTC-¥.

PCR amplification of geromic DNA. The primaers used &0
amplify sequences of the Py, Pm. Pe. and exon-intron junctions
were desigued with the previously reparted sequences'>!? and
conditions. The primers uscd for promoter amplification
iacluded the following: Py, 3 -GAAGATCTAGACAGTGGAT
ACATAACAAATOCATG-3'; Elg. 5 -TTCTCCGAAG
GTAATTGCCTCCCAGATCTGAGTCC-3’; PyF, 5'-GAA
GATCTATATITTACAACGCAGAAATGTGG-3% PeR, §'-
CTITCCATGCCAGCTGTTTTTCCTGTCACTC-3", PpF, -
CAGCCTCCGCAGAATTIGAAATG-3" and exon 2R, 5%
CTTAGAAAATTGTGCATITACCCA-3'.

Multiplex PCE. Multiplex PCR was performed with the five
prmer pairs described by Beggs o¢ al*? and nimne primer pairs
described by Chamberlain et al*'; a0 additional sct of pnimers
designed to amplify exon 9 (F, S-GAATTCCTCTCGCAGAT
CACG-3 R, 5"-GTAAATCGTTGACAGACCTGTG-3") was
also added W each. This muluplex PCR was performued under
the foliowing conditions: 94°C for 6 miautss, Y4°C for I sec-
onds, 54°C for 30 seconds, 65°C for 4 minutes (25 cyclcs). and
65°C for 7 minutes. Amplification products were visualized op a
3% agarose gel with ethidium bromide upder ultraviolet light, |

SSCP. Mutation anulysis was performed by the method of
Orita et 2l.° PCR primers were designed 10 amplify 3 region
including the 3° portion of intran § and the 3° cnd of exon 9, This
region flanked the narmal, polymosphic, or mustated sequence of
cxon 9 (Fig 1A, primers a thraugh d). Radioactive PCR was
performed with 100 ng genomic DNA in a8 10-iL reaction cou-
taiaing 2.5 mmol/L MgCl;, 10 pmu) of each primer, 0.05 uCi
[(y*PICTP, 0.5 U Trq polymerase, and 30 roundy of amplifi-
cation (92°C for 45 seconds, 60°C for 45 seconds, and 72°C Far
1 minute). After PCR amplification, the sampies were dena-
tured by addition gf 5 WL formamide dye (95% (ormamide, 20
@mmol/L EDTA, 0.05% bromopheno} bluc, and 0.05% xylcne
cyanol) at 85°C for § winutes. After 10 mminutes of coaling an
ice, 3 pL of sample was electropharesed oo a nondenaturing
10% polyscrylamide bisacrylamide (50:1) gel at 8 W gver 24
hours in a 4°C cold room. Bands were visualized by expgsure of
the dried gels 1o Kodak X -AR film.

Sequencing. Normal and aberyaat SSCP conformers were cut
directly from dried gela and ¢luted in LOU UL distilled water
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Fic 1. A, PCR analysis of dystrophin exon 9. Top, Position of primers (a through d) relative to intron 8 and exon 8 and position of
mutation (dencted by A) found in affected and carrier members of XLCM-1. Bottom, Sequences of primers a through d and expected
PCR products. Primers a/d were used 1o PCR-amplify normal exon 9 sequences; primers a/c were used 1o amplify mulated exon 9
sequences. Primers a/d were used for SSCP analysis. B, PCR analysis of eight members of XLCM-1 family XLCM-1 family members
analyzed (top) and resultant PCR products (bottom) are shown. With primers (a/b) designed lo amplify normal dystrophin exon 9
sequence (top band) and primers (a/c) cesigned to amplify mutated sequence (lower band), PCR products were electrophoresed on a
2% agarose gel. Note that affected males amplify only mutated sequences; carnar females are heterozygous. All members of this fam-
ily were evalualed with both primer pairs (data nol shown), with expacied results (based on clinical status) occurring in all cases.

Genomic DNA was used as template for this experiment.

(65°C for 30 minutes), and the eluted DNA (10 uL) was used as
the template in a second PCR using the oniginal primer pair. The
PCR products were sequenced directly after fractionation in 2%
low-melting agarose gel (FMC Corp) and punificd by Qiaguick
columns (Qiagen). Purified PCR products (200 ng) were used for
each sequencing reaction with cycle sequencing.® Alternatively,
punfied PCR products were cloned into pBluescrnipt 11 SK(+)
(Stratagene) by the T-vector method as described previously “4
Manual sequencing was performed according to conditions sug-
gested by the suppher (United States Biochemical), and auto-
mated sequences were performed on an ABl Automated
Sequencer (ABI model 373).

Protein modeling. Dysirophin sequences were analyzed for
species conservation by use of GenBank. Analysis of amino acid
sequences was performed by the MOSAIC computer pro-
gram.**#¢ Hydrophobicity and plot structure prediciions were
performed according to the Garnier-Osguthorpe-Robson predic-
tion method . *’

Results
Phenotypic Analysis of XLCM Families

To identify the disease-causing mutations in XLCM,
three previously described multigencrational families
with familial DCM, X-linked inheritance, and no clinical
evidence of skeletal disease were studied *'® These fam-
ilies were not related, and all were of North American
descent. Two of the fumilies were black (XLCM-1,
XLCM-3) and one family was white (XLCM-2). All
three families were previously found 1o have linkage to
the 5" portion of the dystrophin gene at Xp21, with max-
imal logarithm-of-the-odds scores at intron 7 within
DXS206.% 10

PCR Amplification of Promoter-Specific Transcripts

With oligonucleotide primers designed to amplify
sequences of the Pg,"! Py '%* Pp.'7 and E1-11"2 % from
DNA and RNA isolated from Jymphoblastoid cell lines
and cardiac tissue, normal amplification of all promoters
and ET-T1 was seen in all individuals. DNA sequencing
revezled normal sequences of all amplified products.

5" Dystrophin Mutation Analysis

Primers designed to individually amplify exons 2
through 14 of dystrophin'’ ‘were used 10 analyze the
region with tightest linkage in XLCM-1, XLCM-2, and
XLCM-3. In XLCM-2 and XLCM-3, all exons were able
to be amplified, and the resultant amplimers were “the
predicied sizes. SSCP analysis was also normal (ie, no
abnormal conformers) in XLCM-2 and XLCM-3, as
were the sequences of all amplimers. In XLCM-1, how-
ever, exon 9 could not be amplified with normal

Exon 9 Sequence Conservation

Species Sequence

Human ATC (lle) ACG (Thr) GTC (val)
Chicken ATC (lle) ACG (Thr) GTC (val)
Dog ATC (lle) ACG (Thi) GTC (Val)
Mouse ATC (e) ACG (Thn) GTC (val)
XLCM-1 ATC (lie) GCA [Ala) GTC (val)

Dystrophin exon 9 sequence conservation between human and other
species is shown. The sequence change in exon 9 of patients in XLCM-1
results in an amino acid substitution of alanine (Ala) for threonine (Thr).
This substitution changes a polar, hydrophilic amino acxd (threoning) 1o a
nonpolar, hydrophobic amino acid (alanine). The Hanking sequences are
conserved for iscleucine (lie) and valine (Val)
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Fic 2. SSCP analysis of dystrophin exon 9 in genomic DNA
from normal male and female individuals and individuals from
XLCM-1 (proband) and XLCM-3 (mother and proband) with
primers a through d. In XLCM-1 (lane 3), note aberrant con-
former (ie, "mutation”) that differs from normal and polymarphic
bands seen in normal individuals (lanes 1 and 2) and XLCM-3
patients (lanes 4 and 5). All XLCM-1 affected and carrier indi-
viduals were found to have *mutation”; none of 100 normal con-
trol subjects or XLCM-2 or XLCM-3 patients had this abnormal
conformer.

sequence primers (ie, primers a/b). SSCP analysis of
affected and carrier individuals from XLCM-1 demon-
strated an abnormal conformer at exon 9 .in all affected
individuals (hemizygous); @ heterozygous result (an
abnormal conformer and a normal conformer) was found
in all carrier females (Fig 2). Evaluation of exon 9
sequence (GenBank reference No. X 14298) identified a
mutation at nucleotide 1043, with substitution of A—=G
only in affected and carrier individuals (Fig 3). The
A—G mutation changes the conserved amino acid threo-
nine at amino acid position 279 to alanine (T279A). This
amino acid, which is within the H1 of dystrophin,**4* is
conserved across species’™** (Table). Oligonucleotide
primers containing the mutated sequence within the
primers (primers a/c, Fig 1A) were able to amplify a
PCR product in affected and carrier XLCM-1 patients
but not in unaffected individuals (Fig 1B), whereas PCR
primers designed to the normal sequence (primers a/b,
Fig 1A) were able to amplify the normal exon 9
sequence in unaffected individuals but were unable to
amplify this portion of exon 9 in affected patients in
XLCM-1 (Fig 1B). This selective amplification of the
mutated sequence in affected individuals by use of muta-
tion-specific primers occurred because of the use of
stringent PCR conditions and sequence-specific oligonu-
cleotides. Multiplex PCR*4! ysing 6 primer pairs (Pm.
exon 9. exon 13, exon 43, exon 50, exon 52) and 10
primer pairs (exon 4. exon 8, exon 9, exon 12, exon 17,
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exon 19, exon 44, exon 45, exon 48, exon 51) identified
the mutation in all affected and carrier individuals from
XLCM-1 at exon 9. Primers designed to flank the
mutated region amplified appropriately in all individu-
als; sequence analysis in the affected patients in pedigree
XLCM-1 identified this same mutation. Hence, the mis-
sense mutation segregates with disease status within
family XLCM-1. No other individuals in XLCM-1,
XLCM-2, or XLCM-3 had the A—>G mutation at
nucleotide 1043; none of 100 unrelated control individu-
als analyzed had the mutation as seen by PCR, SSCP,
and mutation analysis. However, a G—A polymorphism
in the third nucleotide of this codon was commonly
detected at nucleotide 1045, consistent with codon
redundancy (degenerate code). In fact, the G—A poly-
morphism at 1045 was seen in 8% of individuals in the
three families as well as in 8% of the 100 unrelated nor-
mal control patients analyzed.

Dystrophin Protein Analysis

Analysis of amino acid sequences was performed by
the MOSAIC computer program®*#%; prediction of -
helix and B-sheet was performed by a segment-oriented
method designed to locate secondary structure clements.
In addition, hydrophobicity and plot structure predic-
tions were performed by use of the Garnier-Osguthorpe-
Robson prediction.*” The T279A amino acid substitution
induces a change in the polarity in this critical region of
the dystrophin protein because threonine is a neutral-
polar amino acid and alanine is neutral-nonpolar. This,
in turn, changes the secondary and tertiary structure of
dystrophin by substituting a p-sheet for a-helix at the H1
between the N-terminal domain and rod domain of dys-
wrophin***% (Fig 4).

Discussion

XLCM is the result of mutations within the dystrophin
gene at the Xp21 locus. The missense mutation in dys-
trophin reported here in the originally described family
with XLCM initially described by Berko and Swift® is
found within exon 9 (A—G at position 1043) and is
within a critical structural region (H1) of this cytoskele-
tal protein,'?47-49.55.5¢ The resultant amino acid substitu-
tion (threonine—alanine) at amino acid 279 is within a
highly conserved portion of the protein >3 causing a
change in polarity in this part of the protein and leading
to a change in the dystrophin secondary and tertiary
structure. The end result is conversion of a segment of a-
helix to a P-sheet in the Hl between the N-terminal
domain and the rod domain of dystrophin*®; this abnor-
mality could potentially destabilize the protein. This
mutation was not found in the other two XLCM familics
(XLCM-2, XLCM-3) studied.

Dystrophin is predicted to fold into four
domains,'®4*3¢ including the N-terminal domain, 2 long
repeat domain (rod domain), a cysteine-rich domain, and
a C-terminal domain. The N-terminal domain has signifi-
cant similarity to the N-terminal domain of o-actinin and
B-spectrin,*”3% possibly reflecting a common actin-bind-
ing function. The large midportion of the protein is
formed by repeat elements predicted to adopt a triple-
helical conformation,*® and this region is quite similar to
that seen in C-actinin and spectrin as well. In dystrophin,
this repeat domain 1s composed of 24 repeat units (=109
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Polymorphic
GATC

FiG 3. Manual (A) and automated (B)
sequencing of normal, polymorphic, and
mutated conformers obtained by SSCP.
Mutated sequence A—G at nucleotide 1043,
which occurred In proband and all affected
and carrier individuals from XLCM-1,
changes conserved amino acid threonine (at
position 279) to alanine. Polymorphism seen
in normal population and XLCM-2 and
XLCM-3 patients is also shown.

amino acid repeats) and shows evolutionary conserva-
tion.® In addition, Koenig and Kunkel*® showed that four
hinge segments are intérspersed along the dystrophin
molecule, and these hinges appear to confer flexibility to
the membrane-associated network of dystrophin, result-
ing in membrane resilience. The existence of these flexi-
ble hinges at precise positions within the elongated dys-
trophin molecule is thought to be important for the

mechanical properties of the membrane cytoskeleton. It -

is possible that flexibility is needed during contraction-
relaxation of the muscle fibers. These hinge regions are
found at positions within the protein encoded by exon 9
and part of exon 8 (hinge 1, amino acid 253 to 327), exon
17 (hinge 2, amino acid 667 to 717), and exon 50 to 51
(hinge 3, amino acid 2424 to 2470); the hinge 4 sequence
(amino acid 3041 to 3112) has not been definitively iden-
tified ** The mutation identified in family XLCM-1 is in
exon 9, within the H1.

It appears that dystrophin performs a number of dis-
tinct cytoskeletal functions. Three related but conceptu-
ally distinct roles of dystrophin function have been sug-
gested: (1) membrane stability (dystrophin may stabilize
the membrane during repeated cycles of muscle contrac-
tion), (2) force transduction (dystrophin may link the con-
tractile force produced in the intracellular domain to the
extracellular environment), and (3) organization of mem-
brane specializations. The biochemistry and function of
the cardiac membrane and T tubules appear to be differ-
ent from those of skeletal muscle, In the heart, this exon 9
mutation affecting the H1 portion of the protein is likely
to result in loss of membrane integrity and eventual loss
of function, probably due to the continual stress placed on
the beating pump. In addition, this portion of the protein
has been shown to have significant sequence similarity to

troponin I*! in the region that functionally enables bind-
ing with calcium binding proteins. It has also been specu-
lated that dystrophin binds to calmodulin in this region,

A NH,

Fic 4.  Plot structure pradiction of mutant dystrophin protein
compared with normal dystrophin. A, Normal dystrophin protein
and mutant dystrophin (inset). Note structural change between
amino acids 250 and 300 (arrow), thus causing a change in
secondary structure. B, Idealized protein structure.
Change in structure due to T279A mutation at H1 is shown.
This change is predicted to functionally destabilize the protein.

<



thereby modulating iateraction of dystrophin with actin
or other proteins associated with the cyloskeleton, It is
passible that disruption of this region of dystrophin leads
to the development of dilaied cardiomyopathy, in pan
because of the inability of the mutated protein 10 modu-
late this interaction. Conversely, skeletal muscle appears
t0 maintain normal clinical function significantly longer
io XLCM patients, with the only evidence of skelewl dis-
ease being clevated serum CK-MM.

The mutation identified in family XLCM-1 reported
here differs from the Fyq-E] deletion mutation reported
by Muntoni et al¥® and the El-Il splice site mutation
reported by Milasin et al.*? Because two other families
with XLCM (XLCM-2, XLCM-3) that were also ana-
lyzed for the Py mutation, E1-I1 bouadary mutatiom,
and exon 9 mutaudon have pormal seyuences in these
portions of the dystraphin gene, ane can speculate that
the XLCM pheaotype results frum multiple different
dystrophin mutations thav are withia important func-
tioual Tegions of this huge protein. This possibility pro-
vides s different mechanism for the development of dif-
ferential dystrophinopathic phenotypes than does the
“frame-shift” hypothesis, 353 which is believed to
explain the phenctypic differences between the allelic
diseases DMD and BMD when deletions oceur in >95%
of cases.

Mutations and polymorphisms in exon 9 have rarely
been reported. %% Roberts et al® analyzed 70 small
mutations aad Prior et al* reviewed 29 mutations, and
in no case was exon 9 mutated. Reiss and Riniosland®
described & constitutive exon 9 cassefte-splicing phe-
nomenon found in peripheral blood lymphocyte stud-
ies. These authors found that ia approximaiely half of
the wanscripts of the dystrophin gene isolated from
lympho<ytes, exon 9 was omitted. This exon skippiog
was found o occus to a variable extent in all tissues not
specifically expressing dysteophin but was rarely seen
in muscle, heart, or brain. When seen, omission of
exon 9 did not disrupt the reading frame of the mRNA.
They also suggested thal when exon 9 mutations eccur,
BMD results (a3 long as the correct reading frame is
maintained), consistent with the observations of
Koenig et al ¢

Unce the mutations are ideatified 1o other familics
with XLCM (ie,-XLCM-2 and XLCM-3), more iasight
will be grined as to the important cardiac fumctional
regions of dystrophin. Animal mudels {(such as trans-
genic mice) with these “cardiospecific mutatioms” could
open doors 10 our knowledge of the function of the dys-
trophin protein as well as its relationship to other interre-
lated proteins.
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